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Einleitung 
1.1 Ionenkanäle 
Klassische Ionenkanäle sind passive Transportsysteme, welche sehr hohe 
Transportgeschwindigkeiten erreichen können. Die Geschwindigkeiten, mit denen Ionen über 
die Membran transportiert werden, können an die Diffusionsraten der einzelnen Ionen in 
wässriger Lösung heranreichen. Dabei reagieren Ionenkanäle auf physikalische und 
chemische Veränderungen in ihrer Umgebung mit zeitlich exakten 
Konformationsänderungen. Viele Ionenkanäle sind hochselektiv, so gibt es Kanäle, die nur 
von Kationen oder nur von Anionen durchquert werden können, aber auch Kanäle die den 
Durchfluss nur eines einzigen Ions wie zum Beispiel K+ erlauben. Die Kanäle können 
reguliert und kontrolliert zwischen offenem und geschlossenem Zustand wechseln. Dabei 
erfolgt die Kontrolle des Zustandes entweder ligandengesteuert über die Bindung einer 
bestimmten Substanz oder spannungsgesteuert über ein elektrisches Membranpotential 
(Stryer, 2003). Ionenkanäle kommen in der Plasmamembran und in Membranen 
intrazellulärer Organellen aller Zellen vor. Dabei werden verschiedenste Funktionen wie die 
Neurotransmission, die Kontraktion von Muskeln, die Sekretion verschiedener Stoffe und die 
Kontrolle des Zellvolumens über Ionenkanal-Aktivitäten gesteuert (Aguilar-Bryan and Bryan, 
1999).  
Ein Beispiel für Ionenkanäle und für diese Arbeit von besonderem Interesse ist der ATP-
sensitive Kalium (KATP-)-Kanal. 
1.2 Der ATP-sensitive K+-Kanal (KATP-Kanal) 
Der KATP-Kanal ist ein hetero-oktamerer Komplex. Dieser Komplex setzt sich aus vier 
porenbildenden Untereinheiten und vier regulatorischen Untereinheiten in einer 4:4 
Stöchiometrie zusammen. Dabei wird durch Mitglieder der Familie der einwärts-
gleichgerichteten Kalium-Kanäle (Kir6.x) die Pore gebildet, wohingegen 
Sulfonylharnstoffrezeptoren (SUR) die regulatorischen Untereinheiten ausmachen (Aguilar-
Bryan and Bryan, 1999; Ashcroft, 1998; Burke et al., 2008; Clement et al., 1997; Seino and 
Miki, 2003). 
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Abb.1: Schematische Darstellung des KATP-Kanals, aus Burke et al., 2008. Der Kanal ist ein hetero-
oktamerer Komplex aus 4 porenbildenden Kir6-Untereinheiten und 4 regulatorischen SUR-Untereinheiten. 
 
Die generelle Funktion des KATP-Kanals ist die Verknüpfung des zellulären 
Energiestoffwechsels mit dem Membranpotential. Im Wesentlichen erfolgt dies über die 
Perzeption des intrazellulären ATP-Levels. Die Kir6.x-Untereinheit reguliert den Transport 
von Kalium während die SUR-Untereinheit eine regulatorische Rolle in Bezug auf die 
Kanalaktivität, abhängig vom ATP-Level der Zelle, spielt (Burke et al., 2008). 
 
 
 
Abb.2: Schematische Darstellung des KATP-Kanals auf molekularer Ebene, aus Burke et al., 2008. Der 
N-Terminus der porenbildenden Untereinheit Kir6 (grün) interagiert mit der Linkerregion (L0) und der 
Transmembran-Domäne 0 (TMD0) des SUR (rot). Die Nukleotidbindungsfalten (NBF) zwischen den 
Transmembran-Domänen TMD1 und TMD2 sind der Ort der ATP-Hydrolyse. In Anwesenheit von ATP ist der 
Kanal geschlossen, nach der Hydrolyse von ATP befindet sich der Kanal im offenen Zustand. 
 
Die Kir6.x Untereinheit besteht überwiegend aus 2 transmembranären Helices. Sowohl der 
C-Terminus als auch der N-Terminus sind intrazellulär lokalisiert. Bisher sind zwei Isoformen 
der Kir6.x Familie beschrieben: Kir6.1 und Kir6.2 (Inagaki, 1995). Die regulatorische 
Untereinheit SUR besteht aus 17 transmembranären Helices, welche in 3 
Transmembrandomänen (TMD) angeordnet sind. Eine cytoplasmatische Linkerregion (L0) 
verbindet TMD0 und TMD1 miteinander. Der extrazellulär liegende N-Terminus an TMD0 
und die L0-Region stehen in direkter Interaktion mit der porenbildenden Untereinheit des 
Kir6.x. Zwischen TMD1 und TMD2 befindet sich auf intrazellulärer Seite die 
Nukleotidbindungsfalte 1 (NBF1) und an TMD2 liegt intrazellulär nahe des C-Terminus die 
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NBF2. Die Nukleotidbindungsfalten (engl. Nucleotide Binding Domaines, NBDs) interagieren 
miteinander und stellen den Ort der ATP-Hydrolyse dar. Der SUR kann damit über die NBFs 
als Sensor des metabolischen Zustandes wirken und moduliert so die 
Öffnungs-wahrscheinlichkeit des Kanals. Das intrazelluläre Verhältnis von ATP zu ADP ist 
dabei für den Zustand des Kanals von entscheidender Bedeutung. In Anwesenheit von 
gebundenem ATP befindet sich der Kanal eher im geschlossenen Zustand. Nach der 
Hydrolyse von ATP ist die Öffnungswahrscheinlichkeit erhöht und K+-Ionen können die 
Membran passieren (Bryan et al., 2007; Hosy et al., 2007; Schwappach, 2000). Der 
Sulfonylharnstoffrezeptor ist Mitglied der Familie der ATP bindenden Kassettenproteine (ATP 
binding cassettes (ABC) proteins). Im Gegensatz zu den „klassischen“ ABC-Proteinen (z.B. 
MDR-Protein) ist für den SUR bis heute keine Transportfunktion beschrieben  (Borst and 
Elferink, 2002; Inagaki, 1995). Es gibt zwei SUR–Isoformen, SUR1 und SUR2, wobei SUR1 
vom ABCC8 und SUR2 vom ABCC9 Gen codiert werden. Beide können zusätzlich in 
zahlreichen verschiedenen Splicevarianten vorkommen, zum Beispiel SUR2A und SUR2B 
welche sich in der Sequenz der letzten 42 Aminosäuren carboxyterminal unterscheiden 
(Aguilar-Bryan and Bryan, 1999). 
Der SUR verleiht über diese Eigenschaften dem KATP-Kanal eine Sensitivität gegenüber 
Kanal-Modulatoren, welche die Kanal-Aktivität über direkte Interaktion mit dem SUR 
beeinflussen können (Aittoniemi et al., 2009; Nichols, 2006; Proks, 1997).  
Je nach Gewebe unterscheidet sich die Zusammensetzung des KATP-Kanals. Nach Burke et 
al., 2008 liegen in Herz, Auge, Gehirn und Darm überwiegend die Kombinationen 
Kir6.1 x SUR2B und Kir6.2 x SUR2B vor, im Herz vor allem die Kombination Kir6.2 x SUR2A 
und im Gehirn und Pankreas die Kombination Kir6.2 x SUR1. Es gibt jedoch auch Hinweise 
auf das Vorkommen von SUR1 im Atrium des Herzens (Lefer, 2009). Der pankreatischen 
KATP-Kanal mit der Kombination Kir6.2 x SUR1 ist einer der am besten charakterisierten 
Kanäle dieser Familie. In den β-Zellen der Langerhans-Inseln des Pankreas ist der KATP-
Kanal an der Regulation der Insulinausschüttung maßgeblich beteiligt. Ist viel Glukose 
vorhanden, verschiebt sich Stoffwechsel-bedingt das ATP/ADP Verhältnis in der Zelle auf die 
Seite von ATP. Ein erhöhter ATP-Spiegel führt zum Schließen der KATP-Kanäle. Dadurch 
kommt es zur Depolarisation der Plasmamembran, wodurch spannungsgesteuerte 
Ca2+-Kanäle in der Plasmamembran geöffnet werden. Der Ca2+ Influx führt dann zur 
Freisetzung von Insulinvesikeln (Aguilar-Bryan, 1995; Hinke, 2009; Proks et al., 2006). Die 
Insulinsekretion wird, außer über die Aktivität von KATP-Kanälen, zudem moduliert und 
verstärkt durch KATP-Kanal unabhängige Wege z.B. über Inkretinhormone (Aizawa, 1998; 
Straub S. G.; Cosgrove, 2001) oder auch KATP-Kanal unabhängig über Glukose (Henquin, 
2000). Zusätzlich wird die totale Menge an sezerniertem Insulin durch adaptive 
Veränderungen der β–Zellmasse reguliert. Man nimmt an, dass diese Regulation über 
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verschiedene Mechanismen wie der β–Zell Neogenese, der Proliferation der β–Zellen und 
deren Apoptose erfolgen kann (Butler, 2003; Butler et al., 2007).   
1.2.1 Regulation der KATP-Kanäle über Nukleotidbindungsfalten 
Die komplexe Regulation der KATP-Kanäle kann unter anderem über Faktoren wie negative 
geladene langkettige Lipide, wie zum Beispiel Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) 
oder Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3), Proteinkinasen, trimere G-Proteine, 
Temperatur oder den pH-Wert erfolgen  (Seino and Miki, 2003). Eine große Bedeutung für 
die Steuerung haben die Nukleotide ATP und ADP, da diese den metabolischen Zustand der 
Zelle signalisieren. 
Für die Regulation des KATP-Kanals Über die NBF des SUR spielt die An- bzw. Abwesenheit 
von Mg2+ eine Rolle, nicht jedoch bei der Kir6.x vermittelten Regulation bei welcher ATP 
eine direkte Interaktion mit der Kir6.x-Untereinheit eingeht und zur Schließung des Kanals 
führt (Ashcroft and Kakei, 1989). Die Bindung von ATP an NBF1 des SUR1 wird stabilisiert 
durch die Bindung von MgADP beziehungsweise MgATP an NBF2 und einer dadurch 
induzierten Konformationsänderung. Ohne diese Stabilisierung wird die Bindung von ATP an 
NBF1 geschwächt und es kommt zu einer Schließung des KATP-Kanals (Ueda, 1999b). Den 
komplexen Vorgang vereinfacht dargestellt, werden KATP-Kanäle inhibiert durch ATP/MgATP 
und aktiviert durch MgATP/MgADP, wobei die Hemmung über Kir6.x und die Aktivierung 
über den SURx vermittelt wird (Nichols, 2006). In einem Modell von Yamada et al. für die 
Nukleotidregulation des SUR1, werden zwei Konformationszustände von NBF1 und NBF2 
angenommen. Im inaktiven Zustand des KATP-Kanals liegen die NBFs in einem nicht-
dimerisierten Zustand vor, während die Bindung von ATP zu einer Dimerisierung der NBFs 
und einer damit einhergehenden Konformationsänderung führt. Diese 
Konformationsänderung wird über die Transmembrandomänen an den Kir6.2 weitergeleitet 
und der Kanal geöffnet (Yamada and Kurachi, 2004). Die durch ATP ausgelöste 
Dimerisierung der NBFs und die damit einhergehende Konformationsänderung beeinflusst 
auch die Bindung von KATP-Kanal Modulatoren. So liegt die Bindestelle für Kanalöffner aber 
auch für den Kanalblocker Glibenclamid in TMD2, welche mit beiden NBFs in Verbindung 
steht. Es wird angenommen, dass auch die ATP-Hydrolyse eine Konformationsänderung 
hervorruft, welche die Affinität der Kanalöffner an die Bindestelle des SUR erhöht 
(Schwanstecher, 1998; Yamada et al., 2004). Zusätzlich wirken die  gebundenen Kanalöffner 
positiv verstärkend auf die ATP-Hydrolyserate, wodurch die Konzentration an dem 
physiologischen Öffner MgADP erhöht wird (Bienengraeber, 2000). Weiterhin reduziert ATP 
die SUR1-Bindung zu GBC in Anwesenheit von Mg2+, vermutlich über die ATPase-Aktivität  
von  NBF1 (Hambrock, 2002). Auch MgADP kann die GBC-Bindung an den SUR1 inhibieren 
(Ashcroft, 1990; Hambrock, 2002). Die meisten Kanalöffner haben eine hohe Affinität zu 
SUR2 (Babenko A.P.; Gonzales, 2000; Moreau et al., 2005), während die Kanalblocker eine 
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höhere Affinität zu SUR1 aufweisen (Winkler et al., 2007). Bei SUR2 ist die Anwesenheit von 
hydrolysierbarem ATP unabdingbar für eine hohe Affinität von Kanalöffnern (Hambrock, 
1998; Schwanstecher, 1998),  jedoch konnte auch eine geringe Affinität der Kanalöffner in 
Abwesenheit von MgATP zu SUR und damit ein SUR-ATPase unabhängiger Weg der 
Kanalöffnung nachgewiesen werden (Russ et al., 2003). 
1.2.2 Pharmakologische Bedeutung des SUR 
Die regulatorische Funktion des SUR innerhalb des KATP-Kanals kann pharmakologisch 
genutzt werden. Sulfonylharnstoffe wie zum Beispiel Glibenclamid und Tolbutamid wirken als 
Kanal-Blocker und bewirken eine Hemmung des KATP-Kanals. Im Vergleich dazu wirkt 
Diazoxid als Kanal-Öffner und trägt zu einer Aktivierung des KATP-Kanals bei. Die Hemmung 
über die Blocker der KATP-Kanäle in pankreatischen β–Zellen, führt zu einer gesteigerten 
Insulinsekretion, und machen die Kanal-Blocker zu einem Werkzeug in der Therapie von 
Diabetes Typ 2 (Sturgess 1985, Seino und Miki 2003). 
Die unter 1.2 beschriebenen Isoformen des SUR weisen unterschiedliche Affinitäten für die 
einzelnen Öffner und Blocker des KATP-Kanals auf. So zeigt SUR1 eine hohe Affinität 
gegenüber dem Kanal-Blocker Glibenclamid, jedoch eine geringe Affinität gegenüber den 
meisten Öffnern. Bei SUR2 verhält es sich genau umgekehrt. SUR2 zeigt eine geringe 
Affinität gegenüber Glibenclamid, jedoch eine hohe Affinität gegenüber den meisten 
Kanal-Öffnern (Aguilar-Bryan, 1995; Inagaki, 1996; Seino and Miki, 2003). Für die 
Glibenclamid-Bindung spielt unter anderem die Aminosäure Serin (S) an Position 1237 in 
SUR1 eine wichtige Rolle. In SUR2 ist es die Aminosäure Tyrosin (Y) an der Position 1206 
(Ashfield, 1999). Beide Aminosäuren befinden sich zwischen den Transmembranhelices 14 
und 15, welche eine Binderegion für GBC am SUR darstellt. In den SUR2 Splicevarianten 
SUR2A und SUR2B wurde gezielt das Tyrosin des SUR2 gegen die korrespondierende 
Aminosäure Serin aus SUR1 ausgetauscht und damit die Affinität zu Glibenclamid des SUR2 
erhöht. 
Durch diese Erhöhung der Affinität zu Glibenclamid, ohne wesentliche Veränderung in der 
Öffner-Bindung von P1075, können die Mutanten SUR2A und SUR2B für Analysen der 
komplexen Beziehung zwichen Sulfonylharnstoffen und Kanalöffnern durch 
Radiologanden-Bindungsstudien unter Einsatz von 3H-Glibenclamid oder 3H-P1075 
verwendet werden (Hambrock, 2001; Stephan et al., 2005). Eine weitere Binderegion für 
GBC am SUR befindet sich wahrscheinlich in der cytoplasmatischen Schleife zwischen den 
Transmembranhelices 5 und 6 (Mikhailov, 2001). Die beschriebenen Binderegionen am SUR 
können auch Bindestellen für in ihrer chemischen Struktur GBC ähnlichen Kanalblockern 
darstellen. Der Mechanismus der Bindung der KATP-Kanal-Inhibitoren an den SUR ist 
komplex und noch nicht im Detail gekärt. Man kann die unterschiedlichen Kanalblocker je 
nach Bindungsverhalten in A-Liganden (z.B. Tolbutamid), A+B-Liganden (z.B. Glibenclamid) 
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und B-Liganden (z.B Repaglinid) einteilen, welche sich in der Anzahl und Ausrichtung der 
lipophilen Zentren unterscheiden (Winkler et al., 2007). 
1.2.3 Pathophysiologische Veränderungen der regulatorischen 
Untereinheit des KATP-Kanals 
Mutationen, welche die Funktion des pankreatischen KATP-Kanals betreffen, können 
verschiedene Krankheitsausprägungen zur Folge haben. Viele dieser Mutationen mit 
pathophysiologischer Bedeutung liegen in der SUR1-Untereinheit. Ein Beispiel dafür ist das 
Syndrom des neonatalen Hyperinsulinismus (Persistent hyperinsulinemic hypoglycemia of 
infancy (PHHI)). PHHI ist charakterisiert durch eine übermäßige Insulinausschüttung trotz 
vorliegender Hypoglykämie. Mildere Ausprägungen der Krankheit sind behandelbar, 
ansonsten ist PHHI letal (Nichols, 1996). Andere Mutationen können zu einer 
kontinuierlichen Aktivierung des KATP-Kanals führen. Dies resultiert in einem Mangel an 
freigesetztem Insulin und trägt so zu einer unterschiedlicher Ausprägungen des Diabetes 
mellitus bei (Gloyn et al., 2005; Patch et al., 2007). Bei dieser Form der Erkrankung ist aber 
eine Therapie mit Sulfonylharnstoffen oder Sulfonylharnstoff-Analoga möglich (Hirst et al., 
2013).  
 
 
Abb.3: Modell der Rolle des KATP-Kanals in der Insulinfreisetzung, aus Hinke 2009. β-Zell KATP-Kanäle 
schließen als Antwort auf die Bindung von Sulfonylharnstoffen oder eines erhöhten ATP-Levels, welches aus dem 
Glukosemetabolismus resultiert. Dadurch kommt es zur Depolarisierung der Membran, wodurch  
spannungsgesteuerte Ca2+-Kanäle geöffnet werden. Der Ca2+ Influx in die Zelle führt zur Exocytose der 
Insulinvesikel. 
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Es gibt eine große Zahl von Mutationen, die zur Entstehung von neonatalem Diabetes 
mellitus führen können. Nachfolgend wird ein Schema des SUR1 vorgestellt, in welchem 
diese Mutationen aufgezeigt werden. 
Alle gezeigten Mutationen liegen im ABCC8-Gen. Sie sind in Patienten ohne Kir6.x 
(KCNJ11) Mutationen gefunden worden. Das bedeutet, dass die gestörte 
Insulinausschüttung in diesen Fällen wahrscheinlich über den SUR1 vermittelt wird. 
Auffallend ist, dass es 2 Regionen gibt, in welchen Mutationen gehäuft auftreten. Einmal in 
der Linkerregion L0 und eine weitere in der Nukleotidbindungsfalte 2 (NBF2), dem Ort der 
Mg-ATP-Hydrolyse. Die Mutation, die zahlenmäßig am häufigsten auftritt, liegt in der NBF2 
an Position 1380 (Patch et al., 2007; Proks, 2013). 
 
 
Abb.4: Schema des SUR1 mit Lokalisation der Mutationen welche zu neonatalem Diabetes mellitus 
führen, von Patch et al., 2007. 
 
Eine besondere Form des Diabetes mellitus ist der Gestationsdiabetes (GDM). 
Gestationsdiabetes wird am häufigsten im 3. Trimester der Schwangerschaft diagnostiziert 
und Frauen mit GDM haben ein erhöhtes Risiko später an Diabetes mellitus (DM) Typ 2 zu 
erkranken (Buchanan et al., 2007). Für den Fetus besteht durch einen GDM unter anderem 
die Gefahr einer gestörten Plazentaentwicklung und einer Störung der Lungenreifung 
(Geburtshilfe, 2006). 
Man geht davon aus, dass nicht nur die Insulinresistenz sondern auch eine durch vermehrte 
Apoptose verursachte verminderte β–Zellmasse zu GDM oder Diabetes Mellitus Typ 2 
führen kann. Aufgrund geringer Raten der Replikation und Neogenese von β–Zellen wird das 
Wachstum der β–Zellmasse mit zunehmendem Alter immer langsamer (Devlieger et al., 
2008; Van Assche, 1980). Van Assche erhielt bereits 1980 (Van Assche, 1980) durch 
Versuche an schwangeren, diabetischen Mäusen Hinweise darauf, dass eine Anpassung der 
β–Zellmasse an den erhöhten Insulinbedarf gestört ist. Vor allem in Nagetieren sind diese 
Veränderungen bereits näher untersucht, jedoch auch im menschlichen Organismus spielt 
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die Anpassung der Insulinsekretion an den  Bedarf eine große Rolle. Kommt es, zum 
Beispiel, in der Schwangerschaft zu einem erhöhten Bedarf an Insulin, kommt es zur 
adaptiven Expansion der β–Zellmasse und gesteigerter Insulinsekretion (Devlieger et al., 
2008). Das Verständnis der molekularen Mechanismen dieser reversiblen Adaption der β–
Zellmasse ist wichtig für Vorhersagen und die Behandlung von GDM und Diabetes (Ernst et 
al., 2011).  
1.3 Apoptose 
In vielzelligen Organismen ist die Differenzierung der verschiedenen Gewebe und Organe 
während der Wachstumsphase sowie die Aufrechterhaltung konstanter Organgrößen und die 
Rückbildung von Organen unter verschiedenen physiologischen und pathologischen 
Bedingungen nicht nur vom ungestörten Ablauf der Zellproliferation und Differenzierung 
abhängig, sondern auch davon, dass Zellen unter entsprechenden Bedingungen eliminiert 
werden können. Diese Eliminierung erfolgt genau programmiert, individuell und kontrolliert. 
Darum wird dieser Prozess auch als „der programmierte Zelltod“ oder „Apoptose“ bezeichnet 
(Löffler, 2003), (Kerr, 1972). Der Begriff Apoptose kommt aus dem Griechischen und 
bedeutet „Abfallen“, ursprünglich wurde damit das Fallen des Laubes im Herbst bezeichnet. 
Bei der Apoptose von Zellen handelt es sich um einen induzierbaren, energieabhängigen 
chemischen Prozess mit gesteigerter RNA- und Proteinbiosynthese. Der Apoptoseprozess 
ist durch verschiedene morphologische Charakteristika gekennzeichnet und damit klar 
unterscheidbar von dem Prozess der Nekrose (griechisch: Absterben). Bei der Apoptose 
beginnt das Zellsterben, morphologisch betrachtet, mit einer Kondensation des Zellkerns, es 
folgen Abschnürungen von Vesikeln an der Plasmamembran und schließlich die 
Fragmentierung der Zelle. Die Fragmente werden anschließend von Makrophagen 
aufgenommen ohne dass es zu einer Entzündungsreaktion kommt. Die Nekrose hingegen 
wird als toxischer, energieunabhängiger Todesprozess beschrieben und betrifft meist 
mehrere Zellen eines betroffenen Organs. Eine nekrotische Zelle ist durch das Anschwellen 
sowohl der Organellen als auch der gesamten Zelle gekennzeichnet, was schließlich zum 
Platzen der Zelle führt. Dabei werden zytoplasmatische Zellbestandteile in das umliegende 
Gewebe entlassen und es kommt zu einer Entzündungsreaktion (Löffler, 2003),(Elmore, 
2007). Auch wenn beide Wege des Zelltodes unterschiedlich sind, kommt es in den 
Signalkaskaden zu Überlappungen beider Prozesse. Auch ein Hybridmechanismus ist 
möglich, bei welchem die Apoptose induziert und schließlich die Nekrose eingeleitet wird 
(Nekroptose) (Degterev et al., 2005; Zeiss, 2003). Ein weiterer Weg der zum Zelltod führen 
kann und dessen Signalkaskade eng mit der der Apoptose verknüpft ist, ist die Autophagie. 
Bei der Autophagie werden in erster Linie Zellbestandteile wie Proteine und Zellorganellen 
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abgebaut und wieder verwertet. Dieser Prozess kann als Antort auf Stress-Faktoren jedoch 
bis hin zum Zelltod führen (Rubinstein and Kimchi, 2012). 
Auf molekularer Ebene wird der apoptotische Zelltod enzymatisch eingeleitet. Dies geschieht 
über Cysteinproteasen mit einer Spezifität für Asparaginsäuren, sogenannten Caspasen 
(Csp). Unterschiedliche Caspasen erkennen die Asparaginsäure in verschiedenen 
Sequenzabschnitten von Proteinen. Sind sie einmal aktiviert, führt dies beinahe unweigerlich 
zum Zelltod. Bis heute wurden über 10 Caspasen identifiziert und grob in Initiator- 
(Beispielsweise Csp 8 und Csp 9), Effektor- (zum Beispiel Csp 3) und Entzündungs-
Caspasen unterteilt (Cohen, 1997; Rai et al., 2005). Darüber hinaus gibt es weitere 
Caspasen, wie zum Beispiel Csp 12, welche über Stress des Endoplasmatischen Retikulums 
(ER) oder Amyloid-β Zytotoxizität aktiviert werden (Nakagawa, 2000). Alle Caspasen liegen 
bis zu ihrer Aktvierung als inaktives Proenzym vor. Einmal aktiviert, können sie weitere 
Caspasen aktivieren und so die Proteasekaskade initiieren (Elmore, 2007).  
Die Apoptose selbst wird durch unterschiedliche Signalwege induziert, die nachfolgend 
näher beschrieben werden. 
1.3.1 Der extrinsische Apoptosepfad 
Der extrinsische Signalweg initiiert Apoptose über Transmembran-Rezeptor vermittelte 
Interaktionen. Dies beinhaltet Todes-Rezeptoren der Tumor-Nekrose-Faktor (tumor necrosis 
factor (TNF)) Superfamilie (Locksley, 2001). Zu den am besten charakterisierten Liganden 
und zugehörigen Todesrezeptoren gehört die Kombination des Fettsäure-Synthetase-Ligand 
(fatty acid synthetase ligand (FasL)) mit dem Fettsäure-Synthetase Rezeptor (fatty acid 
synthetase receptor (FasR)). Nach der Bindung des Liganden werden zytoplasmatische 
Adapter-Proteine rekrutiert, die intrazellulär an den Rezeptor binden. Die Bindung von FasL 
an FasR resultiert in der Bindung von FADD (fas-associated protein with death domain) 
(Wajant, 2002). Das an den Rezeptor gebundene FADD assoziiert dann mit Procaspase 8 
über eine Dimerisierung der Todes-Effektor-Domäne. Ab diesem Moment bildet der Komplex 
den so genannten death-inducing signaling complex (DISC), der zu einer autokatalytischen 
Aktivierung von Procaspase 8 führt (Kischkel, 1995). Ist Caspase 8 einmal aktiviert, ist die 
ausführende Phase der Apoptose gestartet. Die Todesrezeptor vermittelte Apoptose kann 
über ein Protein namens c-FLIP inhibiert werden, welches an FADD und Procaspase 8 
bindet und diese im inaktiven Zustand hält (Chang, 2002; Kataoka, 1998). 
1.3.2 Der intrinsische Apoptosepfad 
Der intrinsische Apoptosesignalweg beinhaltet ein ganzes Spektrum an 
nicht-Rezeptor-vermittelten Stimuli, die zu intrazellulären Signalen führen, welche eine 
Mitochondrien-assoziierte Apoptosekaskade aktivieren. Diese Stimuli können positiv oder 
negativ Apoptose-auslösend wirken. Negative Signale beinhalten das Fehlen von 
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Wachstumsfaktoren, Hormonen und Zytokinen welches zu einer fehlerhaften Suppression 
des Todesprogramms führt und darüber hinaus Apoptose auslöst. Andere Stimuli, wie 
beispielsweise Strahlung, Gifte, Hypoxie, virale Infektionen und freie Radikale wirken positiv. 
Alle diese Stimuli führen zu Veränderungen der inneren Mitochondrienmembran, welche in 
einem Öffnen der mitochondrial permeability transition pores (MPT-Poren) resultieren. Der 
dadurch entstehende Verlust des mitochondrialen Transmembranpotentials führt zur 
Freisetzung von unterschiedlichen proapoptotischen Proteinen aus dem Intermembranraum 
ins Zytosol (Saelens et al., 2004). Zu diesen Proteinen gehört Cytochrom c, Smac/DIABLO 
und die Serinprotease HtrA2/Omi, welche einen Caspase-abhängigen mitochondrialen 
Apoptosepfad aktivieren. Cytochrom c bindet und aktiviert das zytosolische Protein Apaf-1 
und Procaspase 9 und formiert so das Apoptosom, welches die aktive Form von Caspase 9 
darstellt. Smac/DIABLO und HtrA2/Omi verstärken das Apoptosesignal indem sie IAP, ein 
Inhibitor für Apoptose-Proteine, in seiner Wirkung hemmen (Elmore, 2007). Die Kontrolle und 
Regulation über die mitochondriale Apoptose erfolgt über Mitglieder der Bcl-2 Familie. Diese 
überwachen die Permeabilität der Mitochondrienmembran und können pro- oder 
antiapoptotisch wirken  (Löffler, 2003) (Elmore, 2007). 
 
 
Abb. 5: Übersicht verschiedener Apoptose Signalwege, stark vereinfacht nach Poster von BA 
Biosciences; Quiagen company: http://www.sabiosciences.com/pathway.php?sn=Caspase_Cascade.
 
 
Ein Cross-talk der beiden Apoptosewege wird diskutiert. So spaltet zum Beispiel Caspase 8, 
welche über den extrinsischen Apoptoseweg aktiviert wird, Bid, ein Protein, welches eine 
Rolle bei dem intrinsischen mitochondrialen Apoptoseweg spielt (Esposti, 2002). Beide 
Apoptosewege münden einheitlich in die ausführende Phase der Apoptose. Dabei aktivieren 
die Initiator-Caspasen die Effektor-Caspasen, welche verschiedene Substrate einschließlich 
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Zytokeratinen, PARP (Poly(ADP-ribose)Polymerase), Zytoskelett und Proteine des Nukleus 
spalten und damit die charakteristischen morphologischen und biochemischen 
Veränderungen in apoptotischen Zellen auslösen. Die prominenteste Effektor-Caspase ist 
dabei Csp 3 (Löffler, 2003) (Elmore, 2007; Slee et al., 2001). 
1.3.3 Apoptose in β-Zellen 
Man nimmt an, dass ein moderner Lebensstil, mit einem übermäßigen Konsum an 
energiereichen Lebensmitteln und einer reduzierten physischen Aktivität, die Häufigkeit an 
Diabetes mellitus (DM) Typ 2 Erkrankungen deutlich gesteigert hat (Back et al., 2012). 
Starkes Übergewicht ist dabei oft direkt mit DM Typ 2 und der Insulinresistenz verbunden. 
Um das gesteigerte metabolische Aufkommen zu bewältigen, steigern die gesunden 
pankreatischen Inseln normalerweise ihre β–Zell Masse sowie ihre Insulinproduktion. Dies 
geschieht durch β–Zell Proliferation, Neogenese und eine gesteigerte β–Zell Funktion (Back 
et al., 2012; Steil G.M.; Trivedi, 2001). Eine gestörte Anpassung an dieses gesteigerte 
metabolische Aufkommen kann jedoch in einem progressiven Verlust der β-Zell Funktionen 
bis hin zum Zelltod resultieren. In einer Konsequenz daraus entwickeln Betroffene oft, 
ausgehend von einer normalen Glukosetoleranz, eine verminderte Glukosetoleranz bis hin 
zu einer etablierten DM Typ 2. Dabei spielt wahrscheinlich die β–Zell Apoptose eine größere 
Rolle als eine verminderte Neogenese oder Proliferation der Zellen (Back et al., 2012; Butler, 
2003). 
Ein Verlust der β–Zellen kann auf verschiedene Stress-Faktoren folgen. So wirkt 
beispielsweise eine erhöhte Konzentration an Glukose toxisch auf die β–Zellen. In der Regel 
kommt es dadurch zur gesteigerten Insulinproduktion, was in der Zelle zu ER-Stress und 
damit der Freisetzung intrazellulärer Ca2+ Speicher führen kann, zum anderen kann es zu 
einer gesteigerten Produktion an ROS (Reactive Oxygen Species) kommen. Hohe Glukose 
Konzentrationen können über verschiedene Mediatoren auch zur Aktivierung extrinsischer 
Apoptosesignalwege führen, was ebenfalls in der Apoptose von β–Zellen resultiert. Auch 
Lipide beeinflussen die Funktion und Vitalität von β–Zellen, so wirken Fettsäuren toxisch, 
wenn sie dauerhaft in hohen Konzentrationen in der β–Zelle vorliegen (Donath and Halban, 
2004; Gier et al., 2009; Poitout, 2002; Robertson, 2004).  
In der Therapie von DM Typ 2 werden Sulfonylharnstoffe als Antidiabetika zur Steigerung der 
Insulinfreisetzung eingesetzt (Mechanismus siehe 1.2). Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass 
die Sulfonylharnstoffe Glibenclamid und Tolbutamid bei dauerhafter Einnahme zu einer 
gesteigerten Apoptose in β–Zellen führen können (Efanova, 1998; Iwakura et al., 2000) 
(Back et al., 2012). Die molekularen Mechanismen die der β–Zell Dysfunktion und Apoptose 
zu Grunde liegen, sind dabei noch nicht aufgeklärt. In vorausgegangenen Arbeiten unserer 
Arbeitsgruppe, konnte eine SUR1 spezifische Apoptoseinduktion durch den Sulfonylharnstoff 
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Glibenclamid und das Phytoestrogen Resveratrol in SUR1 exprimierenden HEK293-Zellen 
nachgewiesen werden, nicht jedoch in SUR2A und SUR2B exprimierenden HEK293-Zellen 
(Hambrock et al., 2007; Hambrock et al., 2006). In einer weiteren Arbeit der Gruppe konnte 
gezeigt werden, dass der SUR1 spezifische Apoptose-Effekt in rekombinanten 
HEK293-Zellen, im Vergleich zu Resveratrol und Glibenclamid, durch das endogen 
vorkommende Estrogen 17 β–Estradiol deutlich höher ist. Auch für Langerhans-Inseln 
konnte eine SUR1 abhängige Apoptose-Modulation nachgewiesen werden. Diese ist sowohl 
altersabhängig als auch geschlechterspezifisch. So wurde über die Erfassung der 
apoptotisch veränderten Nuklei gezeigt, das bei jungen wildtyp-Tieren und beiden 
Geschlechtern E2 protektiv auf das Ausmaß der Apoptose wirken kann, jedoch bei älteren 
weiblichen Tieren  die Apoptoserate durch eine E2-Behandlung gesteigert und bei älteren 
männlichen Tieren kein E2 induzierter Effekt erkennbar wird (Ackermann et al., 2009). Dieser 
Nachweis einer SUR1 vermittelten Apoptose-Modulation, könnte dem SUR1 neben der 
Funktion als regulatorische Untereinheit des KATP-Kanals in der Signalkaskade der 
Insulinausschüttung in pankreatischen β-Zellen eine weitere, vom kompletten KATP-Kanal 
unabhängige Rolle, als möglicher nicht-klassischer Estrogenrezeptor, zuweisen. Auf diesen 
Ergebnissen aufbauend sollen in dieser Arbeit der molekulare Mechanismus und die 
Auswirkung unterschiedlicher SUR1 Mutationen auf die SUR-vermittelte Apoptosemodulation 
durch das Estrogen 17 -Estradiol näher untersucht werden.  
1.4 Estrogene 
Der Name Estrogen kommt aus dem Griechischen und bedeutet so viel wie „Stachel, 
Leidenschaft“. Estrogene sind die wichtigsten weiblichen Sexualhormone aus der Klasse der 
Steroidhormone. Die C18 Körper dieser Moleküle werden in Estron (E1), Estradiol (E2) und 
Estriol (E3) unterschieden, der wichtigste Vertreter der Estrogene ist 17 β-Estradiol (E2). Die 
Hauptaufgabe der Estrogene liegt in der Entwicklung der sekundären weiblichen 
Geschlechtsmerkmale und der Funktionserhaltung des weiblichen Fortpflanzungssystems, 
analog zu den Funktionen der männlichen Androgene wie zum Beispiel Testosteron 
(Campbell, 2000). Der Hauptsyntheseort der Estrogene sind die Gonaden, vor allem die 
weiblichen Ovarien. In kleineren Mengen können Estrogene auch in der Nebennierenrinde 
oder bei Männern in den Hoden gebildet werden. Weiterhin ist während der 
Schwangerschaft die Plazenta als Estrogensyntheseort bekannt. Darüber hinaus gibt es 
auch verschiedene metabolische Funktionen von Estrogenen, so spielen sie auch eine Rolle 
beim Fett- und Kohlehydratmetabolismus, der Knochenmineralisierung und dem Schließen 
der Epiphyse. Dazu werden Estrogene auch außerhalb der Gonaden gebildet und wirken so 
unabhängig von der im Blut zirkulierenden Estrogenkonzentration parakrin oder intrakrin im 
entsprechenden Gewebe  (Simpson and Davies, 2001). 
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1.4.1 Synthese von Estrogenen 
Das Ausgangsmolekül für alle Steroidhormone ist Cholesterin, welches hauptsächlich in der 
Leber und den Schleimhäuten des Darmes gebildet wird. In den Mitochondrien kommt es zu 
einer enzymatischen Umwandlung von Cholesterin zu Pregnenolon. Pregnenolon ist sowohl 
die Ausgangsverbindung zur Bildung der Geschlechtshormone als auch der Corticoide 
Cortisol und Aldosteron in der Nebennierenrinde. Im Ovar wird Pregnenolon zu Progesteron 
umgewandelt, welches dann durch die 17α-Hydroxylase (CYP17) und C17,20-Lyase zu 
Androstenedion konvertiert wird. Androstenedion wird hauptsächlich über Aromatase 
(CYP19) in Estron umgewandelt. Ein kleiner Teil wird jedoch zu Testosteron, welches 
wiederum durch CYP19 zu Estradiol umgewandelt wird. Über das Enzym 17β-
Hydroxysteroid-Dehydrogenase können die einzelnen Estrogene (E1 und E2) ineinander 
umgewandelt werden.  
 
 
Abb.6.: Schematisches Diagramm der Aromatase katalysierten Estradiolbildung aus Khan 2011. 
 
Die Ovarien setzen jedoch nicht nur Estrogene, vor allem E2, frei, sondern auch das 
Prohormon Androstenedion. Dies kann in extragonadalen Geweben wie Fettgewebe, 
Muskel, Leber und Gehirn über den Aromatasekomplex ebenfalls zu Estrogenen umgesetzt 
werden. E2 hat eine Halbwertszeit von wenigen Minuten und wird dann über 
Hydroxylierungsreaktionen abgebaut. Teilweise können die Estrogene auch nach einer 
Glucuronidierung oder Sulfatierung über die Galle und Urin ausgeschieden werden (Cambell 
2000, Löffler 2003) (Mohr, 2004). 
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1.4.2 Physiologische Effekte von 17β-Estradiol 
Bereits seit 30 Jahren ist bekannt, dass E2 Langzeit Transkriptionseffekte über die 
klassischen Estrogenrezeptoren (siehe1.4.3) vermittelt. Neben den bereits in 1.4 erwähnten 
Funktionen von E2, sind auch Effekte auf das Gehirn bei der Organisation der Neurogenese 
und der neuronalen Verknüpfung während der Embryogenese und der neonatalen 
Entwicklung bekannt (Campbell, 2000)(Roepke, 2011). In letzter Zeit mehren sich jedoch 
Hinweise auf weitere Funktionen von E2. Die schnellen, über nicht-klassische ER vermittelte 
Effekte von E2 wurden im Uterus, im Hippocampus und in verschiedenen hypothalamischen 
Zellen identifiziert (Kelly et al., 1984; Szego, 1967). Membran-initiierte E2 Signalwege 
beinhalten die schnelle Aktivierung von verschiedenen Proteinkinase-Signalwegen. Dazu 
gehören unter anderem die Proteinkinase C (PKC), Proteinkinase A (PKA), 
Phosphatidylinositol-3 Kinase (PI3-Kinase) und die Mitogen-Aktivierte Proteinkinase (MAPK), 
welche die Signaltransduktion, die Proteinphosphorylierung und die Aktivität von Kationen-
Kanälen modulieren. E2 beeinflusst auch die metabolische Homöostase, die Mineralisierung 
von Knochen und die Vasodilatation (Roepke, 2011; Simpson and Davies, 2001). Im 
Hypothalamus spielt die E2 vermittelte schnelle Aktivierung von Estrogenrezeptoren eine 
Rolle in der Gonadotropin Sekretion und geschlechtsspezifischem Verhalten. Weiterhin 
scheinen auch die Funktionen, welche über klassische ER’s vermittelt werden, über die 
nicht-klassischen ER-Signalwege moduliert zu werden (Roepke, 2011). Wie Resveratrol 
(Hambrock et al., 2007) und Glibenclamid (Babenko A.P.; Aguilar-Bryan, 1998) kann auch 
E2 als KATP-Kanal Blocker wirken (Ackermann et al., 2009). Dieser Effekt zeigt sich bereits 
bei physiologischen Konzentrationen und ist reversibel. Der Mechanismus der Blockierung 
des KATP-Kanals und ob es sich um eine direkte oder eine indirekte Interaktion von E2 mit 
dem KATP-Kanal handelt, ist dabei noch nicht geklärt (Nadal et al., 2004; Nadal, 1998; Soria, 
2004). Hinweise darauf, dass eine direkte Interaktion von E2 mit Sulfonylharnstoffrezeptoren 
möglich ist, konnte in unserer Arbeitsgruppe bereits gezeigt werden (Ackermann et al., 
2009). Ebenfalls kann E2 eine proapoptotische Wirkung, ähnlich Glibenclamid und 
Resveratrol (Ackermann et al., 2009), oder eine antiapoptotische Wirkung ausüben 
(Ackermann et al., 2009; Contreras et al., 2002; Le May et al., 2006). In der Arbeit von 
Ackermann et al. (2009) konnte dabei gezeigt werden, dass Bedingungen wie das Alter der 
Versuchstiere eine entscheidende Rolle bei der Frage spielen können, ob ein anti- oder ein 
proapoptotischer Effekt durch E2 hervorgerufen wird. E2 ist als Estrogen eine endogen 
vorkommende Substanz mit hoher physiologischer Relevanz. So sind die 
Serumkonzentrationen von E2 während einer Schwangerschaft beim Menschen mit Werten 
von 2 – 100nM deutlich erhöht. Die Werte für Frauen liegen außerhalb der Schwangerschaft 
bei 0,1-2 nM, während bei Männern und Frauen in der Menopause die 
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Serumkonzentrationen an E2 Werte von 0,05-0,02 nM betragen (Abraham, 1972; deHertogh, 
1975). 
1.4.3 Estrogenrezeptoren  
In der Literatur werden verschiedene Estrogenrezeptoren (ER) beschrieben und diskutiert. 
Unterteilt werden die Estrogenrezeptoren in klassische und nicht-klassische ER.  
Die ersten Rezeptoren, die in den 1950er Jahren entdeckt und beschrieben wurden, zählen 
zu den klassischen Estrogenrezeptoren, die auch Liganden-aktivierte Transkriptionsfaktoren 
genannt werden. Man unterteilt diese in ERα und ERβ, beides Mitglieder der nukleären 
Hormon-Rezeptor Superfamilie, die von unterschiedlichen Genen (ESR1 und ESR2) codiert 
werden und an verschieden Stellen auf den Chromosomen 6 und 14 liegen. In 
hormonabhängigen Geweben können diese beiden ER-Typen unterschiedlich verteilt oder 
gleichzeitig vertreten sein. Hormonabhängig kommt es zur Dimerisierung, wobei je nach 
Verteilung Homodimere ERαα (Leber und Uterus), ERββ (Knochen, Darm, Prostata und 
Vaskulatur) oder Heterodimere ERαβ (Gehirn, Ovar und Brust) gebildet werden können 
(Dahlman-Wright et al., 2006; Kuiper, 1996), (Löffler, 2003). Bei diesen klassischen ERs 
handelt es sich um zytosolische Steroidrezeptoren mit einer konservierten 
DNA-Bindedomäne, welche mit verschiedenen hormone-response Elementen im Genom 
interagieren und so Einfluss auf die Genexpression nehmen können. Dabei können 
unterschiedliche Liganden gebunden werden. Dazu gehören verschiedene Metabolite von 
Estrogen aber auch Stoffe, wie zum Beispiel Bisphenol A oder DTT (Dichlor-diphenyl-
trichlorethan), die aus der Umwelt aufgenommen werden. Jeder Ligand induziert eine andere 
Konformation des Rezeptors, was zur Bindung unterschiedlicher Co-Aktivatoren und 
Co-Rezeptoren führt und letztlich in unterschiedlichen Effekten resultiert (Heldring, 2007; 
Miller and Duckles, 2008). 
Neben den Effekten, welche über ERα und ERβ vermittelt werden, gibt es Beobachtungen 
dass Estrogen seine Wirkung auch über Plasmamembranrezeptoren, also nicht-genomisch, 
entfalten kann. Hier spricht man von nicht-klassischen Estrogenrezeptoren, zu denen der 
G-Protein gekoppelten Estrogenrezeptoren (GPER), GPR30 gezählt wird. (Hasbi et al., 
2005; Prossnitz and Barton, 2011; Revankar, 2005). Dieser Rezeptor ist auch in der 
Membran des Endoplasmatischen Retikulums lokalisiert und bindet hier spezifisch Estrogen. 
Die Bindung von Estrogen an GPR30 im des Endoplasmatischen Retikulum führt, 
beispielsweise in COS7-Zellen, zur Mobilisierung von intrazellulärem Calcium und der 
Synthese von nuklearem Phosphatidyinositol 3,4,5-Triphosphat (Hasbi et al., 2005; Miller 
and Duckles, 2008; Revankar, 2005). Diesen nicht-klassischen ERs spricht man vor allem 
die schnellen Effekte, ausgelöst durch Estrogen, zu. Eine der am besten beschriebenen 
schnellen Effekte ist die Fähigkeit von Estrogen, Stickstoffmonoxid Synthasen (NOS) zu 
aktivieren. NO besitzt eine Vielzahl von physiologischen Effekten, unter anderem das 
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Auslösen der Vasodilatation. Die Aktivierung der NO-Synthase erfolgt so schnell, dass eine 
genomische Regulation dafür nicht in Frage kommt (Li et al., 2007; Miller and Duckles, 2008; 
Williams et al., 1992). Allerdings ist es bis heute nicht geklärt, ob diese schnellen Effekte 
über nicht-klassische Estrogenrezeptoren oder nicht auch über eine Bindung der klassischen 
ERs an große Proteinkomplexe in Caveolae, Einbuchtungen der Plasmamembran, mit 
anschließender Aktivierung des MAP-Kinase oder PI3-Kinase Signalweges, vermittelt 
werden. Dabei käme es durch die Aktivierung klassischer Estrogenrezeptoren zur Induktion 
von nicht-genomische Effekten (Hasbi et al., 2005; Miller and Duckles, 2008; Moriarty et al., 
2006). 
Mittlerweile sind einige der komplexen Mechanismen der ER Funktionen bekannt, jedoch 
können die ausgelösten Effekte sehr unterschiedlich, abhängig von dem jeweiligen 
Gewebekontext sein. Diese Vielfalt ermöglicht ein beachtliches Potential für weitere 
Entwicklungen von selektiven, therapeutisch wirksamen, Substanzen (Miller and Duckles, 
2008). Es sind bereits einige Selektive-Estrogen-Rezeptor-Modulatoren (SERMs) in der 
therapeutischen Anwendung beziehungsweise in der klinischen Entwicklung. 
1.4.4 Selektive Estrogenrezeptormodulatoren (SERMs) 
Eine ganze Anzahl an selektiven Estrogenrezeptormodulatoren (SERMs) wurden bereits 
entwickelt und werden teilweise bereits klinisch eingesetzt. Die FDA (Food and Drug 
Administration) hat zunächst die SERMs Tamoxifen, Raloxifen und Toremifen zur klinischen 
Verwendung freigegeben (Riggs, 2003). Die SERMs stellen eine Gruppe von chemisch 
unterschiedlichen Strukturen dar, die nicht die Steroidstruktur der Estrogene aufweist, jedoch 
eine tertiär-Struktur besitzen die eine Bindung an Estrogenrezeptoren erlaubt. Durch diese 
Heterogenität der der SERMs kommt es auch zu teilweise unterschiedlichen Wirkungen. 
Dabei kann sich die Einnahme von  SERMs auf das Risiko von Brustkrebs, Hitzewallungen, 
Uterus-Blutungen, das Risiko eines Endometrium-Karzinoms, Osteoporose, cardiovaskuläre  
Risiken und die Entstehung von venösen Thrombosen sowohl positiv als auch negativ 
auswirken (Barrett-Conner, 2006; Riggs, 2003). Bei einer Behandlung mit SERMs sollte 
daher das am besten geeignete für die entsprechende Therapie ausgewählt werden, um die 
Selektivität der Estrogenrezeptormodulatoren optimal zu nutzen und die Vorteile und 
Nachteile günstig gegeneinander abzuwägen (Cuzick et al., 2013). Es gibt aus 
Untersuchungen zur Hormon-Ersatztherapie Hinweise darauf, dass neben der 
gewebespezifischen Wirkung auch das Alter der Patientinnen eine Rolle auf die veränderte 
Antwort auf Estrogene spielen kann (Harman et al., 2005).  Die Auswirkung der einzelnen 
SERMs wurden und werden in verschiedenen Studien, wie zum Beispiel ATLAS (Davies et 
al., 2013), STAR oder RUTH, untersucht (Riggs, 2003). Auf diesen Studien basierend 
empfiehlt die FDA Tamoxifen zur Prävention und Behandlung von Brustkrebs, Toremifen zur 
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Behandlung von Brustkrebs in fortgeschrittenem Stadium und Raloxifen zur Prävention und 
Behandlung von postmenopausaler Osteoporose zu verwenden.  
In der vorliegenden Arbeit wurden die SERMs Tamoxifen und Fulvestrant verwendet. 
Tamoxifen (TAM) ist ein SERM, der unter anderem zur Behandlung von ER-positiven 
Mammakarzinomen eingesetzt wird (Fisher, 1998; Katzenellenbogen, 2000). Hierbei wirkt 
Tamoxifen als Prodrug, welches enzymatisch durch CYP2D6 in die aktive Form 
Hydroxytamoxifen umgesetzt wird und eine kompetitive Hemmung der Estrogenrezeptoren 
bewirkt. CYP2D6, welches zur P450 Familie gehört, ist auch in HEK293 Zellen exprimiert 
(Hasler, 1999). Die beobachtete Effizienz von 70% durch TAM wird sowohl dem 
Wachstumsstop als auch der Induktion von Apoptose in Brustkrebszellen zugeschrieben. 
Man geht davon aus, dass der hauptsächliche Wirkungspfad über die Inhibition von  
klassischen ERs verläuft. Es verstärken sich jedoch die Hinweise darauf, dass es zusätzliche 
nicht ER vermittelte Mechanismen gibt (Mandelkar, 2001). So konnte zum Beispiel 
nachgewiesen werden, dass im Herzen transmembran-Ströme an KATP-Kanälen durch TAM 
inhibiert werden können. Dabei wird die Interaktion zwischen dem Kanal und 
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat (PIP2) gestört. Gleichzeitig existieren Sudien, in denen 
gezeigt wurde, dass TAM eher mit der Kir6.2 Untereinheit interagiert, als mit dem SUR 
(Ponce-Balbuena et al., 2010). Tamoxifen kann als Agonist und/oder als Antagonist wirken. 
Eine gewebeabhängige unterschiedliche Wirkungsweise von TAM ist bekannt. Deshalb 
müssen bei einer Therapie von Mammakarzinomen aufgrund der agonistischen Wirkung auf 
das Endometrium hier regelmäßige Kontrollen durchgeführt werden (Fisher, 1998; Schmidt, 
2006).  
Ein bekannter strikter ER Antagonist ist Fulvestrant (ICI 182,780). Fulvestrant (Fv) wird als 
Selektiver Estrogenrezeptor Down-Regulator (SERD) beschrieben (Wakeling, 1991), soll 
jedoch auch an der Degradation von ER’s beteiligt sein (Wardell et al., 2011). 
Fv besitzt ein rein antiöstrogenes Profil mit einem, im Vergleich zu anderen SERMs, 
unterschiedlichen Wirkmechanismus. Fv blockiert die Dimerisierung der ERs, hierdurch 
erfolgt die Degradation des ER mit resultierender Reduktion des zytosolischen ER-Gehalts. 
Dies stellt einen der wichtigsten auf Fv zurückzuführenden Mechanismen dar (Nelson, 2008; 
Ohmichi, 2005).  
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2 Zielsetzung der Arbeit 
Eine wichtige Funktion des KATP-Kanals ist die Verknüpfung des zellulären 
Energiestoffwechsels mit dem Membranpotential. Im Wesentlichen erfolgt dies über die 
Perzeption des intrazellulären ATP-Levels (Burke et al., 2008). 
Dieser Arbeit vorausgehend wurde in unserer Arbeitsgruppe (Hambrock et al., 2007; 
Hambrock et al., 2006) nachgewiesen, dass der Sulfonylharnstoffrezeptor (SUR), die 
regulatorische Untereinheit des KATP-Kanals, auch in Abwesenheit der Porenbildenden 
Kanal-Untereinheit Kir6.x an der Modulation von Apoptose durch den Sulfonylharnstoff 
Glibenclamid bzw. durch den Naturstoff trans-Resveratrol beteiligt sein kann. Weiterhin 
konnte gezeigt werden, dass E2 einen deutlich stärkeren apoptotischen Effekt als 
Glibenclamid oder Resveratrol haben kann. Dabei wurde unter anderem die Wirkung 
unterschiedlicher E2 Konzentrationen auf isolierte murine Langerhans-Inseln untersucht. 
Hier zeigte bereits eine Behandlung mit 10 nM E2 eine deutliche Erhöhung der Apoptoserate 
und eine Behandlung mit Konzentrationen ≥ 100 nM eine signifikante Erhöhung der 
Apoptoserate (Ackermann et al., 2009).  
Bei den Untersuchungen zur E2 induzierten Apoptose-Modulation in der vorliegenden Arbeit 
lag der Schwerpunkt auf der Analyse des Einflusses von Mutationen in den 
Nukleotidbindungsfalten (NBF’s). Diese sind von besonderem Interesse, da die untersuchten 
Mutationen in den sogenannten Walkerregionen der NBFs liegen. Diese Regionen sind 
hochkonservierte Aminosäuresequenzbereiche und charakteristisch für alle NBF’s von ABC-
Proteinen. Motiv A und Motiv B sind über einen Linker miteinander verbunden. Der Lysinrest 
in Walker A interagiert mit dem βγ-Phosphat des ATPs und Walker B bindet den Adeninring, 
so das es zu einer für die Hydrolyse optimalen Positionierung  des ATP-Moleküls kommt. In 
diesen Bereichen sind zahlreiche Mutationen bekannt, welche in Patienten mit neonatalem 
Diabetes nachgewiesen wurden (Patch et al., 2007). Zusätzlich befinden sich wesentliche 
Bereiche der Bindungs-Region für Substanzen die als Kanalöffner oder Kanalblocker wirken 
in TMD2, welche mit beiden NBF’s in verbunden ist. 
Die von mir untersuchten Mutationen an Position 1379 ([R1379C], [R1379L]) liegen in der 
Walker A Region der NBF2 von SUR1. Wie von Ashcroft und deWet beschrieben (de Wet et 
al., 2007b), führen diese Mutationen zu einer Erhöhung der ATP-Hydrolyserate und somit zu 
einer Erhöhung der Offenwahrscheinlichkeit des Kanals. Beide Mutationen konnten bei 
Patienten mit neonatalem Diabetes häufiger gefunden werden (Proks, 2013). Vergleichend 
dazu wurden von mir 2 weitere Mutationen des SUR1 untersucht, die sich in der Walker A 
Region von NBF1, beziehungsweise an korrespondierender Stelle in NBF2, befinden. Für 
diese beiden Mutationen ([K719R]; [K1384M]) wurde eine ATP-Hydrolyserate senkende 
Wirkung beschrieben (de Wet et al., 2007a). Diese entspricht einer Erhöhung der 
Geschlossenwahrscheinlichkeit des Kanals. 
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Es ist  aus vorausgegangenen Arbeiten der Arbeitsgruppe bekannt, das bereits einzelne 
Punktmutationen, wie zum Beispiel SUR1(M1289T), einen großen Einfluss auf die 
Aktivierung des KATP-Kanals über eine verbesserte  Bindungsaffinität für Kanalöffner haben 
können (Hambrock, 2004). Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass diese Mutation an 
Position 1289  des SUR1 die E2 induzierte Apoptose in rekombinanten HEK293-Zellen 
vollständig aufheben kann und  die Mutationen SUR1(R1379C) und SUR1(R1379L) zu einer 
gesteigerten E2 induzierten Apoptoserate führen (Ackermann et al., 2009). Vor diesem 
Hintergrund wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit Untersuchungen durchgeführt, um 
die Auswirkung der Mutationen SUR1(R1379C), SUR1(R1379L), SUR1(K719R) und 
SUR1(K1384M)  vergleichend auf die E2 induzierte Apoptoserate zu analysieren. 
Bei der Bestimmung der Apoptoserate nach Behandlung mit E2 wurden SUR1 oder 
SUR1-Mutanten exprimierende, rekombinante HEK293-Zellen verwendet. Als Kontrolle 
wurden HEK293-Zellen mit dem leeren Expressionsvektor stabil transfiziert. Nach der 
Behandlung mit E2 wurden verschiedene apoptotische Parameter, wie die Zellablösung, die 
Zellkernkondensation und Fragmentierung und die Aktivität verschiedener Caspasen 
quantitativ untersucht. Dabei wurde das Ausmaß der Apoptoserate und Hinweise auf 
mögliche involvierte Signalwege ermittelt. Weiterhin wurden Versuche mit unterschiedlichen 
E2 Konzentrationen zur Sensitivität der Zellen gegenüber E2 durchgeführt. Dabei sollte 
überprüft werden, ob nach einer E2 Behandlung der Verlust der Zellvitalität in den 
untersuchten  Mutationen SUR1(R1379C), SUR1(R1379L), SUR1(K719R) und 
SUR1(K1384M)  bereits bei geringeren Konzentrationen als in SUR1 exprimierenden Zellen 
einsetzt. 
Um zu überprüfen, ob bekannte Estrogenrezeptormodulatoren ebenfalls eine Auswirkung auf 
die Vitalität der untersuchten Zellen haben, wurden vergleichend zu E2 die selektiven 
Estrogenrezeptormodulatoren (SERMs) Tamoxifen (TAM) und Fulvestrant (Fv) untersucht. 
Dazu wurde sowohl TAM als auch Fv alleine und in Kombination mit E2 getestet. Aus einer 
vorhergehenden Arbeit der Arbeitsgruppe konnte anhand von 
Radioliganden-Bindungsstudien gezeigt werden, dass E2 direkt mit SUR1 interagieren kann 
(Ackermann et al., 2009). Darauf aufbauend sollte in dieser Arbeit überprüft werden, ob dies 
auch für ausgewählte SERMs gilt. Zur Untersuchung einer direkten Interaktion von TAM mit 
dem SUR1 wurden heterologe Radioliganden-Bindungsstudien unter Verwendung von, mit 
Tritium markiertem, Glibenclamid durchgeführt.  
Um zu klären, ob der  SUR1-vermittelte Vitalitätsverlust, ausgelöst durch E2, auf der Ebene 
der Enzyme/Proteine oder auf der Ebene der Genexpression reguliert wird, soll eine 
Mikrochip-Genanalyse vorgenommen werden. Aus diesen Untersuchungen erhoffen wir uns 
weitere Hinweise auf mögliche involvierte Mechanismen auf der molekularen Ebene bei der 
SUR1-spezifischen E2 vermittelten Apoptose-Modulation. 
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3 Material  
3.1 Geräte 
Analysenwaage Kern 770 Kern, Balingen 
Analysenwaage Precisa 100A-300M PAK OERLIKON AG, Zürich 
Autoklav TECNOMARA Deutschland GmbH, 
 Fernwald 
Bio Photometer Eppendorf, Wesseling-Berzdorf 
CASY Cellcounter Analyser System TT Roche (Innovatis), Reutlingen  
CO2 Inkubator für Zellkultur 
Hera Cell Heraeus 
Heraeus, Hanau 
Dispensette Brand, Wertheim 
Dispergiergerät Ultra Turrax® T8 IKA –Werke®, Staufen 
Eismaschine Eufrigor Ice Makers, Italien 
Gefrierschränke -20°C Premium No Frost Liebherr, Ochsenhausen 
Gefrierschränke -80°C VIP Series Sanyo, München 
Kühlschränke 4°C Siemens AG, München 
Mehrfachdispenser HandyStep® Brand, Wertheim 
Mikroskop Diaphot TMD Nikon Corporation, Düsseldorf 
Mikroskop ECLIPSE TE200-U Nikon Corporation, Düsseldorf 
Mikroskop-Kamera CF 20 DXC Kappa opto-electronics, Gleichen 
PCR Gerät Gene Amp 9700® Applied Biosystems 
pH-Meter 776 Calimatic Knick, Berlin 
Photometer Dynatech MR 5000 Dynatech, USA 
Pipetten Eppendorf, Wessling-Berzdorf 
Biohit, Rosbach 
Labsystems, Finnland 
Pipettierhilfe Hirschmann, Eberstadt 
Sicherheitswerkbank HERAsafe® Heraeus, Hanau 
Sterilbank Hera safe KS Kendro, Langenselbold 
Stickstofftank Chronos Cryotherm Gmbh, Euteneuen 
Szintillationszähler 
Liquid Scintillation Analyzer 2550TR TriCarb 
Packard Bioscience Company, Niederlande 
Ultrazentrifuge Optima L-70 Beckmann, Krefeld 
Vortex UNIMAG ZX Vetter, Wiesloch 
Wallac Victor 1420 Fuoreszenzreader Perkin Elmer, USA 
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Wärmeblock 1101 Duxford, Cambridge 
Wasseraufbereitungsanlage Milli-Q System Millipore, USA 
Wasserbad (mit Schüttelfunktion) SBK 25 Salvis, Reussbühl 
Wasserbad SW 20C Julabo, Selbach 
Wasserbad W12 Störk-Tronic, Stuttgart 
Zentrifuge 5417R Eppendorf Eppendorf, Wessling-Berzdorf 
Zentrifuge 5810R Eppendorf Eppendorf, Wessling-Berzdorf 
 
3.2 Verbrauchsmaterialien 
Deckgläser ø 30 mm und 50 mm Hecht, Sondheim; Menzel, Braunschweig 
Gewebekulturschalen steril;  
94/16 mm mit Nocken 
Greiner Bio-one, Frickenhausen 
Glass-Microfiber-Filter GF-B 
Porengröße 1µmol/l 
Whatman® International, England 
Kanüle Microlance3 sterican 0,8 x 40mm Becton Dickinson, USA 
Kryoröhrchen Cyosteril; 2 ml Greiner Bio-one, Frickenhausen 
PD Microplatte 96 well; F-Form Greiner Bio-one, Frickenhausen 
Pipette graduiert mit Spitze; steril; 
5,10 und 25 ml 
Costar Corning Incorporation, Australien 
Pipettenspitzen Sarstedt, Nümbrecht 
Greiner Bio-one, Frickenhausen 
bicappaLAB srl, Italien 
Polypropylen Rundbodenröhrchen; 5 ml Becton Dickinson, USA 
PP Röhrchen steril; 50 und 15 ml Greiner Bio-one, Frickenhausen 
Reaktionsgefäße; 1,5 ml und 2 ml Greiner Bio-one, Frickenhausen 
Reaktionsgefäße; Safe lock Tubes; 
1,5 und 2 ml 
Eppendorf, Wessling-Berzdorf 
Spritze steril PlastikpakTM Luer-LokLM; 20 ml Becton Dickinson, USA 
Szintillationsgefäße Super Polyethylen Vial; 
20 ml 
Packard Bioscience Company, Niederlande 
 
3.3 Chemikalien 
[3H] Glibenclamid (50,2Ci/mmol) Perkin Elmer, USA 
17β-Estradiol, 98% Sigma, Steinheim 
Ac-DEVD-AFC   Biomol, Hambug; ENZO Life Science, 
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(7-Amino-4-Trifluaomethyl-Coumarin) Lörrach 
Ac-IETD-AFC  
(7-Amino-4-Trifluaomethyl-Coumarin) 
Biomol, Hambug; ENZO Life Science, 
Lörrach 
Ac-LEHD-AFC  
(7-Amino-4-Trifluaomethyl-Coumarin) 
Biomol, Hambug; ENZO Life Science, 
Lörrach 
Ac-ATAD-AFC  
(7-Amino-4-Trifluaomethyl-Coumarin) 
MBL international, USA 
Agar-Agar ICN Biomedicals, USA 
Ampicillin Roth, Karlsruhe 
ATP, Dinatruim Salz; Spezial quality Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
BioRad-Protein Assay Dye Reagent 
Concentrate 
BioRad Laboratories, München 
BSA (Rinder-Serum-Albumin); 98% Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Steinheim 
CASYton- Elektrolytlösung Innovatis, Reutlingen 
DMSO Dimethylsulfoxid, 99,9% Fluka Chemika, Buchs 
DTT (1,4-Dithio-DL-threitol) Fluka Chemika, Buchs 
EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure), 
reinst, 98-100% 
Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Steinheim 
Ethanol, p.a. 99,9% Merck, Darmstadt 
Fulvestrant (ICI182,780) Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Steinheim 
G418 Sulfate, Geneticin® GIBCO Invitrogen, Karlsruhe; Biochrom AG, 
Berlin 
Gentamicin GIBCO Invitrogen, Karlsruhe 
Glibenclamid Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Steinheim 
Glycerin wasserfrei, 99,5% Fluka Chemika, Buchs 
HCl, 32% Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Steinheim 
Hefeextrakt ICN Biomedicals,USA 
HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl) -1-
piperazinyl) -ethansulfonsäure), 99,9% 
Roth, Karlsruhe 
Hoechst 33258 (Bisbenzimid) Sigma, Steinheim 
Kaisers Glyceringelantine Merck, Darmstadt 
KCl, p.a. 99,5% Fluka Chemika, Buchs 
Kollagenase Typ IV GIBCO Invitrogen, Karlsruhe 
Lipofektamin Invitrogen, Karlsruhe 
Magnesiumchlorid-Hexahydrat, p.a.99-100% 
MgSO4 
Merck, Darmstadt 
NaCl, p.a. 99,5% Merck, Darmstadt 
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Nonidet P40 Fluka Chemika, Buchs 
Paraformaldehyd, 95% Fluka Chemika, Buchs 
Poly-D-Lysin Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Steinheim 
Sodium Pyruvate Biochrom AG, Berlin 
Tamoxifen, >99% Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Steinheim 
TRIS, 99,9% Sigma, Steinheim 
Trizma® Base, 99,9% Titration Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Steinheim 
Trypsin/EDTA-Lösung GIBCO Invitrogen, Karlsruhe 
Trypton Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Ultima Gold (Szintillationsflüssigkeit) Packard Biosciences Company, Niederlande 
β-Mercaptoethanol  
 
3.4 Medien und gepufferte Salzlösungen 
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) Lonza, Bio Whittaker, Schweiz 
FKS (Fötales Kälberserum) GIBCO Invitrogen, Karlsruhe 
HBSS (Hanks' Balanced Salt Solution) GIBCO Invitrogen, Karlsruhe 
MEM (Minimum Essential Media) GIBCO Invitrogen, Karlsruhe 
OPTI-MEM GIBCO Invitrogen, Karlsruhe 
PBS (Phosphate-Buffered Saline) GIBCO Invitrogen, Karlsruhe 
RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640
 + L-Glutamine (mit und ohne Glukose) 
GIBCO Invitrogen, Karlsruhe 
SOC Medium GIBCO Invitrogen, Karlsruhe 
 
Die verwendeten Medien wurden bei 4°C aufbewahrt. Das FKS wurde einmalig für 1h auf 
58°C erhitzt (Hitzeinaktivierung) und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.  
3.5 Kits 
QIAprep® Miniprep Kit Qiagen, USA 
EndoFree Plamid Maxi® Kit Qiagen, USA 
QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit  Stratagene, USA 
 
3.6 Kulturmedien, Puffer und Lösungen 
Alle Kulturmedien, Puffer und Lösungen wurden, wenn nicht anders beschrieben bei 4°C 
gelagert. Die für die Zellkultur eingesetzten Medien wurden vor Gebrauch auf 37°C erwärmt. 
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3.6.1 Wachstumsmedien für die Zellkultur 
3.6.1.1 Medium für Human Embryonic Kidney (HEK) 293-Zellen 
MEM 
+ FKS 10% 
+ Gentamycin 20µg/ml 
3.6.1.2 Medium für Michigan Cancer Foundation (MCF) 7-Zellen 
RPMI1640 + L-Glutamine mit Glukose 
+ FKS 10% 
+ Gentamycin 20µg/ml 
3.6.1.3 Medium für Insulinoma (INS) 1-Zellen 
RPMI1640 + L-Glutamine  
+ FKS 10% 
+ HEPES 10mM 
+ β-Mercaptoethanol 35µl/l 
+ Natrium Pyruvat 1mM 
+  Pen/Strep* 5ml 
* Penicillin 100 Einheiten/ml und Streptomycin 0,1 mg/ml als Stocklösung ansetzen. 
Aliquotes bei -20°C lagern. 
 
Bei allen Zelllinien in Kultur, die den Vektor pcDNA mit endogenem Neomycin Resistenzgen 
enthielten, wurde zusätzlich 300 µg/ml Geneticin (in HEPES 100 mM; pH 7,4) zugegeben. 
Dadurch wird der Selektionsdruck erhöht, um den Verlust der transfizierten Plasmide zu 
verhindern (siehe 4.1.3.1). 
3.6.2 Medium für isolierte Langerhans-Inseln 
RPMI1640 + L-Glutamine  
+ RPMI1640 mit Glukose 1Teil 
+ RPMI1640 ohne Glukose 1Teil 
+ FKS 10% 
+ Penicillin 100 Einheiten/ml 
+ Streptomycin 0,1 mg/ml 
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3.6.3 Medien zum Einfrieren von Zellen 
Hierfür wurde als Basis jeweils das Medium eingesetzt, welches zur Kultivierung der 
einzelnen Zelllinien verwendet wurde. Aus diesen Medien wurden dann die zum Einfrieren 
verwendeten Medien (Medium A und Medium B) hergestellt. 
HEK293-Zellen MEM 
MCF7-Zellen   RPMI1640 + L-Glutamin mit Glukose 
INS1-Zellen  RPMI1640 + L-Glutamin mit Glukose 
Medium A 
Kulturmedium 
+ FKS 40% 
Medium B 
Kulturmedium 
+ DMSO 20% 
3.6.4 Trypsin/EDTA-Lösung 
Trypsin/EDTA 5% 
Diese Lösung wurde zum enzymatischen Ablösen der Zellen vom Schalenboden eingesetzt. 
Dazu wurde die Lösung im Verhältnis 1:2 in PBS verdünnt. Die Lagerung erfolgte bei -20°C. 
3.6.5 Paraformaldehyd-Lösung 
Paraformaldehyd-Lösungen 
PBS 
+ Paraformaldehyd 3% 
 
Diese Lösung wurde zum Fixieren der Zellen am Schalenboden eingesetzt. 
3.6.6 HOECHST 33258-Lösung 
HOECHST 33258-Lösung 
Wasser bi-destilliert 
+ HOECHST 33258 1mg/ml 
 
Diese zum Färben der Zellkerne eingesetzte HOECHST 33258-Stammlösung wurde in 
Aliquotes bei –20°C gelagert, bei Bedarf lichtgeschützt aufgetaut und direkt vor Gebrauch 
1:100 in PBS verdünnt. 
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3.6.7 Lösungen für die Caspase Aktivitäts-Bestimmungen 
3.6.7.1 Caspase Lysepuffer 
Stammlösung für den Lysepuffer 
TRIS-HCl (pH 8) 50 mM 
+ NaCl 120mM 
+ EDTA (pH 8) 5 mM 
+ Nonidet P40 0,5% 
+ Aq. bidest. ad 100 ml 
 
TRIS und EDTA wurden jeweils in bidestilliertem Wasser (Aq. bidest.) gelöst und mit HCl 
beziehungsweise NaOH auf einen pH-Wert von 8 eingestellt. 
Lysepuffer 
Stammlösung für den Lysepuffer 1Teil 
+ PBS 1Teil 
+ DTT 5 mM 
 
Das hier verwendete DTT wurde in Aq. bidest gelöst (1 M) und bei -20°C aufbewahrt. 
3.6.8 Pentobarbital-Lösung 
Pentobarbital-Lösung 
NaCl-Lösung 85% 
+ Pentobarbital 10 mg/ml 
3.6.9 Kollagenase-Lösung 
Kollagenase-Lösung 
HBSS 
+ Kollagenase Typ IV 236 Einheiten/mg 
(3 mg/ml) 
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3.6.10 Lösungen für die Radioligandenbindungsstudien 
3.6.10.1 Inkubationspuffer 
Inkubationspuffer 
+ HEPES 5 mM 
+ KCl 5 mM 
+ NaCl 139 mM 
Aq. bidest à 1 l, pH 7,4 
 
3.6.10.2 Hypotoner-Puffer 
Hypotoner-Puffer 
+ HEPES 10 mM 
+ EGTA 1 mM 
Aq. bidest 
 
Dieser Puffer wurde über Nacht bei 4°C gelagert, bevor der pH-Wert auf 7,4 eingestellt 
wurde. 
3.6.10.3 Waschpuffer 
Waschpuffer 
+ Trizma 50 mM 
+ NaCl 154 mM 
Aq. bidest 
 
Dieser Puffer wurde über Nacht bei 4°C gelagert, bevor der pH-Wert mit HCl auf 7,4 
eingestellt wurde. 
3.7 Primer SUR1 
Ratte 201 bp : 
F_X97279_P3   5’-actgctcttcgtcctcgtgt-3’ 
R_X97279_P3    5’-aaggccagggtccagtagat-3’ 
 
Die RT-PCR mit diesen Primern wurde freundlicherweise von Frau Dr. Claudia Bernardo de 
Oliveira Franz wie in 5.2.1 beschrieben durchgerführt. 
 
Material 32
3.8 Genexpressionsanalyse via Microarray 
Mit der Chipanalyse der Genexpression nach Behandlung mit E2 wurde die Firma Miltenyi 
Biotec GmbH beauftragt. Es wurde ein Agilent Whole Human Genom Oligo Microarray (one 
color) durchgeführt Die Ergebnisse wurden uns nach bioinformatischer Aufarbeitung (näher 
erläutert in  Kapitel 5.6) in einem Service Report zusammengefasst übergeben. 
 
3.9 EDV 
Hardware PC 
  
Software CorelDraw X3 (CorelCorporation) 
 EndNote X (Thompson ISI Researchsoft) 
 GraphPad Prism (GraphPad Software Inc) 
 Photoshop, Acrobat (Adobe) 
 SigmaPlot 11.0 (Systat Software Inc) 
 Word, Excel, Powerpoint (Microsoft) 
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4 Methoden 
4.1 Zellkultur 
Unter Zellkultur versteht man das Anzüchten und Vermehren von lebenden Zellen unter 
sterilen Bedingungen in Nährmedien. Zellen stellen ein geeignetes Modellsystem für die 
Untersuchung biologischer Prozesse auf molekularer Ebene dar. So können Zellen 
außerhalb des Organismus mit Blick auf Stoffwechsel, Wachstumsverhalten 
Zell-Zell-Interaktion, interzelluläre Kommunikation oder die Reaktion von Zellen auf 
bestimmte Substanzen relativ unkompliziert untersucht werden. Man unterscheidet 
grundsätzlich zwischen zwei Arten der Zellkultur, der Kultivierung von primären Zellen und 
der Kultivierung von permanenten Zellen. Der Unterschied liegt unter anderem in der 
Lebensspanne der Zellen. Primärzellen sind Zellen, die direkt aus dem Gewebe entnommen 
und in Kultur gebracht werden. Außerhalb des Organismus sind Zellen jedoch nur begrenzt 
lebensfähig und beginnen mit der Entnahme aus dem Gewebe mit einem Alterungs- 
beziehungsweise Sterbeprozess. Diese Zellen sind in Kultur je nach Zelltyp ein paar Tage 
lebensfähig und müssen ständig neu gewonnen werden. Permanente Zelllinien sind 
immortalisiert, das bedeutet sie wurden beispielsweise durch Fusion mit einer Krebszelle 
oder durch Transformation mit Fragmenten von entsprechenden Virusgenen unsterblich 
gemacht. Die so erhaltenen Zelllinien lassen sich bei entsprechenden Bedingungen über 
längere Zeit in Kultur halten.  
4.1.1 Plasmide und Zelllinien 
In dieser Arbeit wurden zur funktionellen Untersuchung des Sulfonylharnstoffrezeptors 1 
(SUR1) sowie verschiedener Mutanten des SUR1, vor allem HEK293-Zellen verwendet. 
Dabei handelt es sich um eine Zelllinie, die ursprünglich aus menschlichen embryonalen 
Nierenzellen stammt, welche durch Transformation mit fragmentierter DNA des Adenovirus 
Typ 5 immortalisiert wurde (Graham, 1977). Die verwendeten HEK293-Zellen wurden von 
der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ, 
Braunschweig) bezogen. Die Zellen wurden jeweils stabil oder transient mit dem 
pcDNA3.1-Expressionsvektor (Invitrogen, Karlsruhe) transfiziert, welcher die cDNA für SUR1 
(GenBank X97279) enthielt. Weiterhin wurden die HEK293-Zellen mit der cDNA für die 
Punktmutanten SUR1(K719R), SUR1(K1384M), SUR1(R1379C) und SUR1(R1379L) 
transfiziert. Als Kontrolle wurden HEK293-Zellen verwendet, die mit dem leeren 
pcDNA3.1-Vektor transfiziert wurden. Bereits vor Beginn dieser Arbeit wurde die 
Mutagenese und Isolation von einigen der verwendeten stabilen Zelllinien von Frau PD Dr. 
A. Hambrock und Frau C. Müller wie in Hambrock et al., (2002) beschrieben durchgeführt. 
Das Plasmid, welches die cDNA für SUR1 enthält, wurde uns freundlicherweise von Herrn 
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Dr. C. Derst (Berlin) zur Verfügung gestellt. Die Gewinnung spezifischer Punktmutationen in 
SUR1 wird nachfolgend beschrieben. Die Methode der Transfektion bzw. Isolation einer 
Zelllinie sieht man in Kapitel (4.1.3). In HEK293-Zellen wurden die klassischen 
Estradiol-Rezeptoren (ER) (ERα oder ERβ) nicht, oder in einem kaum detektierbaren Maße 
nachgewiesen (Albanito et al., 2008; Gonzalez-Arenas et al., 2006; Kahlert et al., 2000; Tang 
et al., 2006). 
4.1.2 Herstellung von Punktmutanten am Beispiel von SUR1(R1379C) 
und SUR1(R1379L) 
Um den Einfluss einer spezifischen Aminosäure für funktionell relevante Bereiche innerhalb 
des SUR1 näher zu charakterisieren, wurden in dieser Arbeit verschiedene Punktmutationen 
innerhalb des Proteins durchgeführt. 
4.1.2.1 Mutagenese über DNA-Amplifikation durch Polymerase Kettenreaktion 
(PCR) 
Die Mutagenesen wurden mithilfe des QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit nach 
modifiziertem Protokoll des Herstellers durchgeführt. Die hierfür verwendeten Primer mit 
einer Länge zwischen 24 und 45 Basenpaaren, welche die gewünschten Mutationen 
enthielten, wurden bereits im Vorfeld dieser Arbeit in der Arbeitsgruppe hergestellt. Das 
Primerdesign erfolgte mithilfe des Programms Generunner, entsprechende Primer wurden 
von der Firma Operon hergestellt. 
Das Ausgangsmaterial bildete die native SUR1-cDNA. In diese wurden spezifisch eine 
Punktmutation an Aminosäure Position 1379 durch den Austausch von Tryptophan zu 
Cystein bzw. Lysin eingebracht. Die Mutagenese erfolgte über eine Polymerase 
Kettenreaktion (PCR) wobei jede Mutation im doppelten Ansatz pipettiert wurde. Folgende in 
der Tabelle aufgeführten Reagenzien, Primer und PCR-Programme wurden verwendet: 
  
10x Reaktions-Puffer: 100 mM KCl 
 100 mM (NH4)2SO4 
 200 mM Tris HCl pH 8,3 
 20 mM MgSO4 
 1%  Triton® X-100 
 1 mg/ml nuclease-free BSA 
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SUR1 5’- GGG ATC TGC GGC GGC ACA GGC AGT GGA AAA TCC-3’ 
 3’- CCC TAG ACG CCG CCG TGT CCG TCA CCT TTT AGG-5’ 
Primer: 
SUR1_R1379C_a 5’- GGG ATC TGC GGC TGC ACA GGC AGT GGA AAA TCC-3’ 
SUR1_R1379C_b 5’- GGA TTT TCC ACT GCC TGT GCA GCC GCA GAT CCC -3’ 
SUR1_R1379L_a 5’- GGG ATC TGC GGC CTC ACA GGC AGT GGA AAA TCC-3’ 
SUR1_R1379L_b 5’- GGA TTT TCC ACT GCC TGT GAG GCC GCA GAT CCC -3’ 
 
Die PCR dient hier der Amplifizierung des gewünschten Sequenzbereiches unter 
Einbringung der zu untersuchenden Mutation. Zunächst wird die Ausgangs-DNA bei hohen 
Temperaturen (95°C) denaturiert. In der Hybridisierungsphase (55°C) kommt es zur 
Anlagerung der Primer an die Einzelstränge, die während der Elongationsphase (68°C) 
durch die DNA-Polymerase verlängert werden und so einen komplementären DNA-Strang 
bilden. Die Punktmutation ist in den Primersequenzen enthalten. Durch die geschickte Wahl 
der Hybridisierungstemperatur für die Anlagerung der Primer kann gewährleistet werden, 
dass der Primer trotz des Austausches einer Base an den Einzelstrang bindet, elongiert wird 
und so die gewünschte Punktmutation eingefügt wird. Da die Primer im Überschuss 
vorliegen und es pro PCR-Zyklus zu einer Verdoppelung der bereits gebildeten Stränge 
kommt, liegt am Ende der PCR ausreichend cDNA mit der jeweiligen Punktmutation vor.  
Tabelle 1: Pipettierschema PCR. 
 
  SUR1(R1379C) SUR1(R1379L) 
Reagenz Konzentration Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 1 Ansatz 2 
10x Reaktions-Puffer  5 µl 5 µl 5 µl 5 µl 
DNA SUR1 50 ng/µl 1 µl 2 µl 1 µl 2 µl 
Primer SUR1(R1379Ca) 100 ng/µl 1,25 µl 1,25 µl   
Primer SUR1(R1379Cb) 100 ng/µl 1,25 µl 1,25 µl   
Primer SUR1(R1379La) 100 ng/µl   1,25 µl 1,25 µl 
Primer SUR1(R1379Lb) 100 ng/µl   1,25 µl 1,25 µl 
dNTP Mix  1 µl 1 µl 1 µl 1 µl 
H2O bidest.  40,5 µl 39,5 µl 40,5 µl 39,5 µl 
      
Gesamtansatz  50 µl 50 µl 50 µl 50 µl 
Pfu-Turbo- Polymerase 2,5 U/µl 1µl 1µl 1µl 1µl 
      
 
 
Die PCR wurde mit folgendem Programm durchgeführt: 
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Tabelle 2: PCR Programm. 
 
Segment Zyklen Temperatur Zeit 
1 1 95°C 30 sek 
2 18 95°C 30 sek 
  55°C 1 min 
  68°C 26 min 
Kühlung  4°C bis Ende 
 
Bis zur Weiterverarbeitung wurden die Proben bei 4°C aufbewahrt. 
4.1.2.2 DpnI-Verdau 
Die durch Amplifikation in dem Bakterium Escherichia coli (E. coli) gewonnene 
Ausgangs-DNA liegt noch im natürlichen, methylierten Zustand in dem PCR-Gemisch vor. 
Um diese von den synthetisch über PCR hergestellten, nicht-methylierten DNA-Fragmenten 
zu trennen, wurde ein enzymatischer Restriktionsverdau der eingesetzten natürlichen, 
nicht-mutierten SUR1-DNA vorgenommen. Dazu wurde jedem PCR-Ansatz 1 µl des 
Restriktionsenzyms DpnI [10 U/µl] aus dem Kit zugesetzt und für 2 h bei 37°C inkubiert. Die 
Inaktivierung des Enzyms erfolgte durch Hitzebehandlung bei 58°C für 10 min. Die so 
gewonnene DNA wurde dann zur Transformation von Bakterien und damit der 
Plasmidproduktion verwendet. 
4.1.2.3 Transformation von E. coli, Ansetzten von Bakterienkulturen 
Zur Amplifikation des pcDNA3.1 Vektors mit der gewünschten Mutation wurden kompetente 
Bakterien (E. coli, Stamm DH5 α) eingesetzt. Organismen nennt man „kompetent“ wenn sie 
die Fähigkeit besitzen, Fremd-DNA aufzunehmen. Den Vorgang des Einbringens von DNA in 
Prokaryonten, Algen, Pilze und Pflanzen wird Transformation genannt.  
Für eine erfolgreiche Transformation sollte ein Bakterium möglichst nur ein Plasmid 
aufnehmen. Um dies zu gewährleisten, setzte man die Bakterien im Überschuss ein. 
Bakterien und PCR-Plasmide wurden langsam auf Eis für 30 min aufgetaut. Zu 50 µl der 
Suspension mit kompetenten Zellen wurden jeweils 2 µl des PCR-Produktes gegeben und 
zur Anlagerung der DNA an die Bakterien wurde das Gemisch für weitere 30 min auf Eis 
inkubiert. Die Aufnahme der Fremd-DNA erfolgte durch eine Hitzeschock-induzierte 
Porenbildung in den Bakterienzellwänden. Dazu wurde das Gemisch im Heizblock für 45 sek 
auf 42°C erhitzt. Zur Erholung der Zellen wurden die Ansätze 2 min auf Eis inkubiert, bevor 
jeweils 1 ml auf 37°C vorgewärmtes SOC-Medium zugegeben und die Zellen für 1,5 h bei 
37°C im Brutschrank geschüttelt wurden. Anschließend wurden je 300 µl der 
Bakteriensuspension auf jeweils 3 Agar-Platten mit Ampicillin (100 µg/ml Medium) 
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ausgebracht und über Nacht im Brutschrank bei 37°C kultiviert. Das Antibiotikum Ampicillin 
diente zur Selektion auf Bakterien, welche das Plasmid aufgenommen haben. In dem 
pcDNA3.1-Vektor ist ein bakterielles Antibiotika-Resistenzgen gegen Ampicillin enthalten. 
Am Tag darauf wurden die Klone auf den einzelnen Schalen gezählt. Wurde die Schale nicht 
direkt weiter verwendet, wurden die Schalen mit Parafilm umwickelt und bei 4°C für maximal 
eine Woche aufbewahrt. 
Zum Ansetzen von Bakterienkulturen zur Plasmidproduktion mit anschließender 
Plasmidisolierung in Mini- und Maxipräparationen (siehe 4.1.2.4und 4.1.2.5) wurden einzeln 
gewachsene Bakterienkolonien auf den Agar-Platten verwendet.  
4.1.2.4 Plasmidisolation aus transformierten Bakterien 
Für eine Minipräparation wurde zunächst pro genutzte Kolonie 5 ml LB-Medium in ein 14 ml 
Gefäß mit 100 µg/ml Ampicillin vorgelegt. Das LB-Medium wurde mit Bakterien angeimpft, 
indem eine sterile Pipettenspitze durch die Kolonie gezogen und in das Gefäß gegeben 
wurde. Der Ansatz wurde über Nacht bei 37°C unter Schütteln im Brutschrank kultiviert. 
Bevor mit der Plasmidisolierung (siehe 4.1.2.4) begonnen wurde, wurde zunächst von jedem 
Ansatz ein Glycerinstock zur Aufbewahrung bis zur Maxipräparation angelegt. Dazu wurden 
850 µl der Bakteriensuspension mit 150 µl Glycerol gemischt, in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren und anschließend bei -80°C gelagert. 
Zur Plasmidisolierung in Minipräparationen wurde die Bakteriensuspension für 20 min bei 
3000 rpm und Raumtemperatur (RT) zentrifugiert, der Überstand verworfen und das 
Zellpellet direkt eingesetzt. Um größere Plasmidmengen durch eine Maxipräparation zu 
erhalten, wurden die Glycerinstocks mit der gewünschten DNA aufgetaut. Ein Tropfen der 
Bakteriensuspension wurde in Flaschen zu 200 ml LB-Medium mit 100 µg/ml Ampicillin 
gegeben und über Nacht bei 37°C unter Schütteln im Brutschrank gezogen. Anschließend 
wurde die Bakteriensuspension in 50 ml Gefäße aliquotiert und für 20 min bei 4°C und 
2500 g zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet für die Plasmidisolation 
eingesetzt, oder in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Sowohl die 
Mini- als auch die Maxipräparation wurde mit Kits der Firma Qiagen nach Protokoll des 
Herstellers durchgeführt (QIAprep® Miniprep Kit; EndoFree Plasmid Maxi® Kit). 
4.1.2.5 Kontrolle einer erfolgreichen Mutation durch Sequenzierung 
Um sicher zu stellen, dass die Mutagenese erfolgreich war und die gewünschte Mutation in 
die ursprüngliche SUR1-Sequenz eingebaut wurde, wurden nach einer Minipräparation, zur 
Gewinnung geringer Plasmidmengen, 90 ng/ml der DNA mit passenden Primern zur 
Sequenzierung an die Firma „4base lab“ in Reutlingen gegeben. Zur Identifikation der 
positiven Klone erfolgte ein Vergleich der erhaltenen Sequenz mit der original 
SUR1-Sequenz der Ausgangs-DNA über das BLAST (Basic Local Alignment Search 
Methoden 38
Tool)-Programm  der Firma GATC Biotech (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Nach 
positivem Ergebnis wurden anschließend durch eine Maxipräparation größere 
Plasmidmengen gewonnen.  
4.1.3 Gewinnung rekombinanter HEK293-Zellen durch Transfektion 
Das Einbringen von Fremd-DNA in eukaryotische Tierzellen bezeichnet man als 
Transfektion. Normalerweise wird Fremd-DNA in eukaryotischen Zellen relativ schnell 
abgebaut. Der Abbau kann aber durch den zufälligen stabilen Einbau der Fremd-DNA in das 
Wirtsgenom verhindert werden. 
Die Transfektion erfolgte im Rahmen dieser Arbeit chemisch, mittels kationischer Lipide. 
Bei dieser sogenannten Lipofektion wird ein Liposomen-Reagenz mit positiver Nettoladung 
zur negativ geladenen DNA gegeben. Die dabei spontan entstehenden  
Liposom-DNA-Vesikel fusionieren mit der Plasmamembran und werden so von der Zelle 
aufgenommen. 
4.1.3.1 Gewinnung stabil transfizierter HEK293-Zellen  
Jede Transfektion wurde in Gewebekulturschalen (94 x 16 mm) mit einem 
Zell-Konfluenzgrad von 60-80% durchgeführt. Pro Schale wurden 2 Reaktionsgefäße zum 
Ansetzen der Transfektionsreagenzien vorbereitet. 
Tabelle 3: Ansätze der Transfektionsreagenzien. 
 
Ansatz 1 (1,5 ml Reaktionsgefäß) Ansatz 2 (2 ml Reaktionsgefäß) 
800 µl OPTIMEM 800 µl OPTIMEM 
+ 50 µl Lipofektamin + entsprechende DNA-Menge 
 
In beide Reaktionsgefäße wurde 800 µl OPTIMEM (37°C) vorgelegt. OPTIMEM ist ein 
spezielles Medium welches die Menge an benötigtem Serum zum optimalen Wachstum der 
Zellen senkt und die Proliferationsrate positiv beeinflusst. Zu Ansatz 1 wurden 50 µl 
Lipofektamin, zu Ansatz 2 die entsprechende Menge an DNA zugegeben und durch Auf- und 
Abpipettieren vorsichtig gemischt. Die optimale Menge an Lipofektamin 
(25 µl/DNA-Komponente) war in früheren Versuchen der Arbeitsgruppe ermittelt worden. Die 
eingesetzten DNA-Mengen der unterschiedlich großen Plasmidkonstrukte lagen in den 
einzelnen Ansätzen in äquimolaren Mengen für vor. 
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Tabelle 4: Eingesetzte Menge der Plasmidkonstrukte. 
 
Plasmid Größe Eingesetzte Menge/Schale 
pcDNA3.1  5,4 kb 3,14 µg 
pcDNA3.1 + SUR1 10,15 kb 5,82 µg 
pcDNA3.1 + SUR1(K719R) 10,15 kb 5,82 µg 
pcDNA3.1 + SUR1(K1384M) 10,15 kb 5,82 µg 
pcDNA3.1 + SUR1(M1379C) 10,15 kb 5,82 µg 
pcDNA3.1 + SUR1(M1379L) 10,15 kb 5,82 µg 
 
Ansatz 1 wurde zu Ansatz 2 gegeben und nach vorsichtigem Mischen zur Bildung von 
Liposom-DNA-Vesikeln 30 min offen unter der Sterilbank bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. 
Während dieser Inkubationszeit wurden die Zellen mit, auf 37°C vorgewärmten, OPTIMEM 
gewaschen. Dazu wurde das Kulturmedium abgesaugt, die Zellen mit 10 ml OPTIMEM pro 
Schale überschichtet und bis zum nächsten Schritt zurück in den Brutschrank gestellt. Für 
jede zu transfizierende Schale wurden in einem 15 ml Gefäß 6,3 ml OPTIMEM vorgelegt, 
das entsprechende Transfektionsgemisch nach Ablauf der Inkubationszeit zugegeben und 
gemischt. Dann wurde das OPTIMEM von den Schalen abgesaugt und die Zellen vorsichtig 
mit dem OPTIMEM-Transfektionsgemisch überschichtet. Nach einer Inkubation für 5 h bei 
37°C wurden pro Schale 8 ml MEM + 20% FCS (37°C) (Endkonzentration: 10% FCS/Schale) 
zugegeben. 24 h nach Beginn der Transfektion wurde das Transfektionsgemisch von den 
HEK293-Zellen entfernt und durch das sonst verwendete Kulturmedium (siehe 3.6.1.1) 
ersetzt. 
Bis hier entspricht das Vorgehen dem Protolkoll einer transienten, d.h. nicht permanenten, 
Transfektion. Um aus diesen transient transfizierten Zellen eine stabil transfizierte Zelllinie zu 
gewinnen, erfolgte zunächst eine Selektion auf positiv transfizierte Zellen. Hierfür nutzte man 
ein Säuger- Antibiotikaresistenzgen, welches mit dem Expressionssvektor pcDNA3.1 in die 
Zelle eingebracht wurde. In diesem Fall handelte es sich um ein Neomycin-Resistenzgen, 
das der Zelle neben einer Neomycin-Resistenz zusätzlich eine Resistenz gegenüber 
Geniticin verleiht. Ab Tag 2 nach der Transfektion wurden die Zellen mit 700 µg/ml Geniticin 
behandelt, wodurch ein Absterben der nicht transfizierten Zellen erreicht wurde. Die 
Selektionsphase dauerte ca. 7 Tage, bis ausschließlich Zellen mit Geniticin -Resistenz übrig 
blieben. Um in dieser Phase ein zusätzliches Absterben der Zellen durch, von gestressten 
und bereits sterbenden Zellen, abgesonderte Toxine zu verhindern, erfolgte täglich ein 
Mediumwechsel. Anschließend wurde die Geniticinkonzentration auf 300 µg/ml reduziert und 
während der gesamten Kulturzeit zum Erhalt der Resistenz beibehalten. 
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4.1.3.2 Kultivierung stabil transfizierter HEK293-Zellen 
Die adhärent wachsenden HEK293-Zellen wurden im Brutschrank in Gewebekulturschalen 
(94 x 16 mm) bei 37°C, 5% CO2 und hoher Luftfeuchtigkeit in 10 ml Wachstumsmedium 
(siehe 3.6.1.1) kultiviert. Die Zellen bilden einen einschichtigen Zellrasen, mit zunehmendem  
Konfluenzgrad verlangsamt sich das Wachstum, es bilden sich Zellhaufen und schließlich 
lösen sich ganze Bereiche des Zellrasens vom Schalenboden ab. Da die Verdopplungszeit 
der HEK293-Zellen ca. 24-30 h beträgt, wurde, um die Zellen in einem optimalen 
teilungsfähigen Zustand zu halten, zweimal pro Woche passagiert. Bei einem Konfluenzgrad 
von 60-80% wurden die Zellen, je nach Zelldichte, 1:2 beziehungsweise 1:3 verdünntund wie 
nachfolgend beschrieben passagiert. Nach Absaugen des Mediums erfolgte die 
mechanische Ablösung der Zellen vom Schalenboden durch Spülen mit einer Pipette, im Fall 
einer 1:2-Verdünnung, mit 2 ml Wachstumsmedium (37°C). Anschließend wurde die 
Zellsuspension auf zwei neue Gewebekulturschalen mit je 9 ml Wachstumsmedium (37°C) 
und einer Geniticinkonzentration von 300 µg/ml zum Erhalt der Resistenz verteilt. Bei der 
letzten Passage, vor Verwendung der stabil transfizierten HEK293-Zellen für einen Versuch, 
wurde auf die Zugabe von Geniticin verzichtet, um mögliche Einflüsse des Antibiotikums auf 
die Wirkung verschiedener Substanzen zu vermeiden.  
4.1.3.3 Kultivierung von MCF7-Zellen und INS1-E-Zellen 
4.1.3.3.1 MCF7-Zelllinie 
Die MCF7-Zellinie ist eine adhärent wachsende humane Zelllinie, die aus dem 
Adenomakarzinom einer kaukasischen Frau gewonnen wurde. Es handelt sich dabei um 
immortalisierte, ursprünglich epitheliale Zellen der Brustdrüse, welche Estrogenrezeptoren 
exprimieren (Brooks S.C.; Locke, 1973). Bei den Estrogenrezeptoren handelt es sich um 
ERα und ERβ, wobei ERα in den Zellen in einer 450fach höheren Menge als ERβ vorliegt 
(Effenberger, 2004; Maggiolini, 2001). Die verwendeten MCF7-Zellen stammen ursprünglich 
von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ, 
Braunschweig) und wurden uns freundlicherweise von Frau Prof. Dr. Kloor (Tübingen) zur 
Verfügung gestellt. 
Die MCF7-Zellen wurden in Gewebekulturschalen (94 x 16 mm) bei 37°C, 5% CO2 und 95% 
Luftfeuchtigkeit in 10 ml Wachstumsmedium (siehe 3.6.1.2) kultiviert. Der 
Passage-Rhythmus und die Durchführung entsprachen denen der HEK293-Zellen (siehe 
4.1.3.2). 
4.1.3.3.2 INS1-E-Zelllinie 
Die insulinsezernierende Zelllinie INS1-E wurde von der Gruppe um CB Wollheim 1992 aus 
einem durch Röntgenstrahlung induzierten Insulinom, d.h. einem Tumor der endokrinen 
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Zellen (Langerhans-Inseln) des Pankreas einer Ratte (Rattus norvegicus) generiert. Die 
INS1-E-Zellen sind gut differenziert, was sie zu einem geeigneten Modell zur Untersuchung 
von verschiedenen Aspekten der β-Zell-Funktionen macht. So weisen INS1-E-Zellen eine 
durch Glukose induzierbare Insulinfreisetzung auf. Die Insulinfreisetzung geht mit einer 
Depolarisierung der Plasmamembran und einem folgenden Ca2+-Einstrom einher. Die 
Verknüpfung des metabolischen Zustandes und der Freisetzung der Insulinversikel in den 
INS1-E-Zellen geschieht wahrscheinlich über den KATP-Kanal, da eine Hemmung mit 
Diazoxid möglich ist (Asfari, 1992). Entsprechend der β-Zellen, weisen die INS1-E-Zellen 
sowohl die zytoplasmatischen Estrogenrezeptoren ERα und ERβ als auch den 
membranständigen Estrogenrezeptor GPER auf (Tiano and Mauvais-Jarvis, 2012). Die in 
dieser Arbeit verwendeten Zellen stammen ursprünglich aus dem Labor von Prof. Dr. CB 
Wollheim (Genf, Schweiz) (Asfari, 1992) und wurden uns nach seiner Genehmigung 
freundlicherweise von Frau Prof. Dr. Ullrich (Tübingen) überlassen. 
Die adhärenten Zellen wurden in Gewebekulturschalen (94 x 16 mm) bei 37°C, 5% CO2 und 
95% Luftfeuchtigkeit in 10 ml Wachstumsmedium (siehe 3.6.1.3) kultiviert. INS-1 Zellen 
wachsen im Vergleich zu HEK293-Zellen unter den gleichen Bedingungen langsamer und 
bilden keinen gleichmäßigen Zellrasen aus. Aus diesem Grund war eine einmalige Passage 
pro Woche ausreichend. Nach Entfernung des Wachstumsmediums erfolgte das Ablösen der 
Zellen vom Schalenboden mit 1 ml Trypsin/EDTA-Lösung (siehe 3.6.4) nach 3-minütiger 
Inkubation. Anschließend wurden die Zellen in der entsprechenden Menge des 
Wachstumsmediums (37°C) aufgenommen und je 1 ml der Zellsuspension zu 9 ml 
vorgelegtes Wachstumsmedium gegeben. Ein Mediumwechsel fand alle 4 Tage statt. 
 
 
Abb.7.: Lichmikroskopische Aufnahmen von HEK293-, MCF7- und INS1-E-Zellen. Auf den Bildern ist die 
Morphologie der unterschiedlichen Zelllinien und deren Wachstumseigenschaften zu erkennen. Der Maßstab 
repräsentiert 50 µm. A. 100%-konfluente einschichtige HEK293-Zellen; B. 90%-konfluente einschichtige 
MCF7-Zellen C. 60%-konfluente INS1-Zellen. 
4.1.3.4 Auftauen von Zellen 
Um in flüssigem Stickstoff eingefrorene Zellen erneut in Kultur nehmen zu können, ist ein 
schnelles und relativ schonendes Auftauen nötig. Die eingefrorenen Zellen wurden mit etwas 
Wachstumsmedium (37°C) in 10 ml Wachstumsmedium in ein 50 ml Gefäß überführt. Nach 
einem 3-minütigen Zentrifugationsschritt bei 4°C und 300 g konnte das im Einfriermedium 
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vorhandene DMSO entfernt werden, indem der Überstand verworfen wurde. Anschließend 
wurde das Zellpellet in 10 ml des entsprechenden Wachstumsmediums (37°C) resuspendiert 
und die Zellen in Gewebekulturschalen ausgebracht. Die Kultur der Zellen erfolgte wie in 
4.1.3.2 und 4.1.3.3 beschrieben. 24 h nach dem Auftauen fand ein Mediumwechsel statt. 
Nach zwei weiteren Tagen Inkubation und entsprechendem Konfluenzgrad war die 
Zellpassage möglich. Bei rekombinanten Zellen enthielt das Wachstumsmedium von diesem 
Zeitpunkt an Geniticin (300 µg/ml). 
4.1.3.5 Einfrieren von Zellen 
HEK293-Zellen wurden bei einem Konfluenzgrad von 70-90%, MCF- und INS1-E-Zellen bei 
einem Konfluenzgrad von 60-80% eingefroren. Um den Zellverlust durch das schnelle Bilden 
von Eiskristallen so gering wie möglich zu halten, ist es notwendig den Einfriervorgang 
möglichst langsam vorzunehmen. 
Zum Einfrieren der Zellen wurde das Wachstumsmedium aus den Kulturschalen abgesaugt 
und die Zellen durch Spülen mit 5 ml Medium A (siehe 3.6.3) mechanisch vom 
Schalenboden abgelöst. Anschließend wurde die Zellsuspension in ein 50 ml Gefäß 
überführt und bei 4°C und 500 g für 6 min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und 
die Zellen in je 500 µl Medium A und 500 µl Medium B (siehe 3.6.3) pro Schale 
resuspendiertund zu je 1 ml in Kryoröhrchen überführt. Nach der Lagerung der Zellen über 
Nacht bei –80°C wurden die Zell-Aliquotes in flüssigen Stickstoff überführt. 
4.1.4 Aufarbeitung von HEK293-Zellen für die Microarray-Analyse 
Zur bioinformatischen Analyse von Änderungen in der Genregulation innerhalb der stabil 
transfizierten HEK293-Zellen nach Behandlung mit 17β-Estradiol wurden die Zellen an die 
Firma Mitltenyi Biotec GmbH gegeben, um ein Agilent Whole Human Genom Oligo 
Microarray (one color) durchführen zu lassen.  
Als frühestmöglicher Zeitpunkt für die Analyse des Signalweges wurden die Zellen für 8 h mit 
100 µM 17β-Estradiol inkubiert. Die Aufarbeitung der Zellen zum Versand erfolgte, nach 
einem Abgleich mit dem Protokoll der Firma, wie nachfolgend beschrieben. 
Pro Behandlungsansatz wurden 3 Schalen mit einem Konfluenzgrad von 60-80% verwendet. 
Nach der Inkubationszeit wurden die 3 Schalen in einem 50 ml Gefäß zusammengeführt und 
bei 4°C und 500 g für 6 min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, die Zellen in 3 ml 
PBS resuspendiert und in jeweils 1 ml Aliquotes davon in vorbereitete 1,5 ml 
Reaktionsgefäße überführt. Anschließend wurden die Zellen bei 4°C und 208 g für 10 min 
zentrifugiert, der Überstand verworfen und die Gefäße mit den Zellen in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren. Insgesamt wurden 3 Aufarbeitungen zur bioinformatischen Analyse 
durchgeführt. Bis zum Versand auf Trockeneis wurden die Zellen bei –80°C gelagert. 
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4.1.5 Membranaufarbeitungen von HEK293-Zellen  
Membrane, die für in dieser Arbeit durchgeführte Radioligandenbindungsstudien verwendet 
wurden, wurden aus mit verschiedenen Plasmidkonstrukten stabil transfizierten 
HEK293-Zellen isoliert. Für die Membranisolation wurden der Inkubationspuffer (siehe 
3.6.10.1) und zur Zell-Lyse der hypotone Puffer (siehe 3.6.10.2) verwendet. Den Zellen 
wurde bei der letzten Passage vor der Membranaufarbeitung kein Geniticin mehr zugesetzt. 
Um Protease-Aktivitäten während der Isolation möglichst niedrig zu halten, erfolgten alle 
Schritte bei 4°C. Je 20-24 Schalen mit einem Konfluenzgrad von 70-90% wurden mit 5 ml 
des Wachstumsmediums pro Kulturschale abgelöst und die Zellsuspension in ein auf Eis 
stehendes 50 ml Gefäß überführt. Nach einer Zentrifugation bei 4°C und 500 g für 6 min, 
wurde der Überstand verworfen und das Zellpellet zur Lyse in 4 ml hypotonem Puffer pro 
Schale resuspendiert. Anschließend wurden die lysierten Zellen bei 4°C und 100 000 g  für 
1 h in der Ultrazentrifuge zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet durch 
sachtes Schwenken mit 4-5 ml Inkubationspuffer gewaschen. Das Zellpellet wurde in 0,5 ml 
Inkubationspuffer pro Schale aufgenommen und erst mit einer Pipettenspitze resuspendiert 
und dann mithilfe einer Spritze und Kanüle (0,8 x 40 mm) durch fünffaches auf- und 
abziehen fein dispergiert. Das so erhaltene Lysat wurde zu je 1 ml aliquotiert und bis zur 
Weiterverwendung bei -80°C eingefroren. 
 
4.2 Versuchstierhaltung  
Es wurden ausschließlich männliche C57/BL6 Mäuse der Linie VASP im Wildtyp verwendet. 
Die Tierhaltung erfolgte unter konventionellen Bedingungen. Die Temperatur in den 
Mausräumen betrug 21-23°C, die Luftfeuchtigkeit 45-60 %. Die Mäuse lebten mit einem 
Tag-Nacht-Rhythmus von 12 Stunden Licht (6-18 Uhr) und 12 Stunden Dunkelheit. 
4.2.1 Isolation von Langerhans-Inseln  
Für die Isolation der Langerhans-Inseln wurden die Mäuse durch die intraperitoneale Gabe 
von 100 µl Pentobarbital-Lösung (10 mg/ml in 85%-iger NaCl-Lösung) pro 10 g 
Körpergewicht narkotisiert. Nach der Eröffnung des Abdomens wurde der Ductus 
pancreaticus an der Leber mit einem chirurgischen Faden abgebunden. Mithilfe einer Kanüle 
wurden über den Gallengang 2 ml Kollagenaselösung Typ IV (siehe 3.6.9) in das Pankreas 
injiziert. Anschließend wurde das Pankreas von Magen, Milz und dem Zwölffingerdarm 
abgetrennt. 
Die Organentnahme wurde freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Oßwald durchgeführt. 
Direkt nach der Entnahme wurde das Organ in ein 15 ml Gefäß überführt, in welchem 2 ml 
der Kollagenaselösung vorgelegt worden war, und für 2-15 min bei 37°C im Wasserbad 
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geschüttelt. Der Kollagenaseverdau wurde durch Zugabe von ca. 2 ml kaltem HBSS-Puffer 
gestoppt und das Gemisch bei 4°C und 300 g für 3 min zentrifugiert. Nachfolgend wurde das 
verdaute Gewebe zweimal mit je 3 ml HBSS-Puffer gewaschen, bevor es in 10 ml 
RPMI-Medium (siehe 3.6.2) aufgenommen und auf zwei Gewebekulturschalen (60 x 15 mm) 
verteilt wurde. Unter dem Mikroskop wurden die Inseln mit einer Pipette gepickt, und so von 
exokrinem Pankreasgewebe getrennt. Anschließend wurden die Inseln in kleinere 
Kulturschalen (35 x 10 mm) mit jeweils 3 ml des entsprechenden RPMI-Mediums überführt. 
Bis zur Behandlung beziehungsweise Aufarbeitung wurden die isolierten Langerhans-Inseln 
bei 37°C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit im Brutschrank kultiviert. Die Behandlung 
erfolgte direkt nachdem die Insel-Isolation abgeschlossen war. 
4.3 Methoden zum Nachweis von Apoptose 
In dieser Arbeit wurden HEK293-, MCF7- und INS1-Zellen sowie isolierte Langerhans-Inseln 
stabil transfiziert (siehe 4.1.3.1) oder direkt zur Untersuchung verschiedener apoptotischer 
Parameter eingesetzt. Die Zellen wurden wie in den Kapiteln 4.1.3.2 und 4.1.3.3 beschrieben 
kultiviert und die Behandlung mit der entsprechenden Substanz, beispielsweise 
17β-Estradiol (E2), oder die Durchführung der entsprechenden Kontrollversuche erfolgte in 
Antibiotika-freiem Kulturmedium bei einem Konfluenzgrad von 60-80%. 
Die Langerhans-Inseln wurden wie in Kapitel 4.2.1 beschrieben kultiviert und die Zugabe 
verschiedener Substanzen erfolgte direkt nach abgeschlossener Isolation. Nach einer 
bestimmten Inkubationszeit wurde dann die Bestimmung der unterschiedlichen 
apoptotischen Parameter, wie nachfolgend beschrieben, durchgeführt. Die unterschiedlich  
eingesetzten Konzentrationen der entsprechenden Substanzen und die verwendeten  
Inkubationszeiten können dem Ergebnissteil dieser Arbeit (Kapitel 5) entnommen werden. 
4.3.1 Quantifizierung der Zellablösung 
Ein charakteristisches Merkmal für den Zelltod von adhärent wachsenden HEK293-Zellen ist 
oft das Verlassen des Zellverbandes durch das Ablösen vom Schalenboden. Zur 
Quantifizierung der beispielsweise  nach Estradiol-Zugabe abgelösten Zellen im Überstand, 
wurde das CASY TT Analyser System eingesetzt. Für diese Methode wurden die Zellen 
zunächst in einer isotonen Elektrolytlösung (CASY®ton) verdünnt und resuspendiert. Die 
Messung selbst erfolgte mit dem CASY-Zellzähl-Gerät, in welchem die Zellsuspension mit 
konstanter Strömungsgeschwindigkeit durch eine Präzisionsmesspore gezogen wird. An die 
Messkapillare wird über zwei Platinelektroden ein Spannungsfeld (1 MHz) angelegt und die 
mit Elektrolytflüssigkeit gefüllte Messpore stellt einen definierten Widerstand dar. Die einzeln 
durch die Pore gesaugten Zellen verdrängen dabei eine ihrem Volumen entsprechende 
Menge der Elektrolytlösung. Zellen mit intakter Plasmamembran wirken hier als Isolator und 
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erhöhen den elektrischen Widerstand, der als Maß für das Zellvolumen genutzt wird. Tote 
Zellen werden nur mit der Größe ihres Zellkerns erfasst, da ihre Zellmembran beschädigt ist. 
Um eine genaue Messung zu erreichen, muss sichergestellt sein, dass die Zellen einzeln an 
der Messpore vorbei gesaugt werden. Ein Maß hierfür ist der sogenannte 
Aggregationsfaktor. Ist dieser Faktor erhöht, liegt sehr wahrscheinlich eine Verklumpung der 
Zellen vor und die Zellen sollten resuspendiert und gegebenenfalls noch einmal verdünnt 
werden bevor eine erneute Messung erfolgt. Während der Messung wird das Signal 
hochfrequent abgetastet und sowohl die Amplitude als auch der Signalverlauf werden 
erfasst. Aus mehreren Einzelmessungen wird das Integral gebildet, welches Aufschluss über 
Parameter wie Gesamtzellzahl, Vitalität und das Zellvolumen gibt. 
Bevor eine Zelllinie das erste Mal mit dem CASY-Gerät gemessen werden kann, muss eine 
Eichung auf die Größe der Zellen einer bestimmten Zelllinie vorgenommen werden. Dies 
geschieht, indem man gezielt abgetötete Zellen misst und mit lebenden Zellen vergleicht, 
beziehungsweise die Größen-Parameter für tote und lebende Zellen festlegt. Sind diese 
Parameter definiert, kann die eigentliche Messung vorgenommen werden. 
Pro verwendeter Behandlung und Inkubationszeit wurden zwei Gewebekulturschalen 
gewählt. Für jeden zu untersuchenden Ansatz wurde eine Dreifachbestimmung durchgeführt. 
Dafür wurde der Mediumüberstand der Zellkulturschalen in ein 50 ml Gefäß überführt und 
durch 20-faches Auf- und Abpipettieren suspendiert um zusammenhängende Zellen zu 
vereinzeln. Jeweils 100 µl der in 10 ml CASY®ton-Lösung verdünnten Zellsuspension wurden 
für die Messungen eingesetzt. 
4.3.2 Kernfärbung mit dem Farbstoff HOECHST 33258 
Neben dem Verlassen des Zellverbandes ist die Kondensation und Fragmentierung der 
Zellkerne ein weiteres Merkmal der Apoptose. Um den Zustand der Zellkerne quantitativ und 
qualitativ beurteilen zu können, wurden die einzelnen Zellen und Langerhans-Inseln nach 
entsprechender Behandlung und Inkubationszeit fixiert und die Zellkerne mit dem Farbstoff 
HOECHST 33258 gefärbt. 
4.3.2.1 Fixierung der Zellen 
Die Fixierung der Zellen erfolgte direkt in den Gewebekulturschalen (94 x 16 mm) nach 
entsprechender Behandlung. Zu Beginn wurde das Kulturmedium abgesaugt, die Zellen kurz 
mit jeweils 8 ml PBS bei RT gespült und anschließend mit eiskalter 3%-iger 
Paraformaldehydlösung zur Fixierung für 10 min auf Eis inkubiert. Danach wurden alle 
Schalen für 5 min mit ca. 8 ml PBS gewaschen und dann kurz mit bi-destilliertem Wasser 
gespült. Nach vollständigem Abziehen der Flüssigkeit wurden die Schalen mit Druckluft 
getrocknet und bis zur Färbung bei Raumtemperatur aufbewahrt. 
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4.3.2.2 HOECHST 33258-Färbung 
Der fluoreszierende Farbstoff HOECHST 33258 kann die Membran passieren und interkaliert 
in die DNA des Zellkerns. In apoptotischen Zellen kommt es häufig zu einer Veränderung der 
Kernmorphologie. Apoptotische Zellkerne kondensieren und fragmentieren. In diesen 
konzentrierteren DNA-Bereichen leuchtet der Fluoreszenzarbstoff  nach Anregung viel heller 
und stärker. Die Analyse erfolgte über ein Laborlux D-Fluoreszenzmikroskop. Über eine 
integrierte Kamera (CF20 DXC) konnten die Zellen fotografiert werden. Die Anregung des 
Farbstoffes erfolgte bei 330-380 nm die Emission lag bei 420 nm. Die qualitative Auswertung 
erfolgte mikroskopisch, indem in einer definierten Fläche die Zellkerne (Gesamtanzahl der 
Kerne, Anzahl der apoptotischen Kerne) ausgezählt wurden. 
Zunächst wurde die HOECHST-Lösung in entsprechender Menge angesetzt. Für jede zu 
färbende Schale benötigte man 2 ml. Dazu wurde die HOECHST 33258-Stammlösung 
(siehe 3.6.6) (1 mg/ml) 1:100 in PBS verdünnt. Die angesetzte HOECHST-Lösung wurde 
lichtgeschützt aufbewahrt. Die fixierten Zellen wurden kurz mit 8 ml PBS gewaschen. Zur 
Färbung wurden 2 ml der HOECHST-Lösung pro Schale zugegeben und die Schalen für 
20 min in Dunkelheit inkubiert. Die HOECHST-Lösung wurde mit 8 ml PBS abgespült und die 
Schalen dann für weitere 5 min mit PBS gewaschen, bevor sie kurz mit bi-destilliertem 
Wasser gespült wurden. Abschließend wurden die Zellen mit vorgewärmter 
Glyceringelantine (37°C) beschichtet und mit einem runden Deckglas (ø 50 mm) bedeckt. 
Da der Farbstoff unter Lichteinwirkung schnell ausbleicht, wurden die Präparate 
lichtgeschützt aufbewahrt, bevor die Kerne mittels Mikroskop nach Form und 
Fluoreszenzintensität analysiert wurden.. 
4.3.2.3 Fixierung und Färbung von isolierten Langerhans-Inseln 
Die isolierten Langerhans-Inseln (siehe 4.2.1) wurden nach der Behandlung mit einer Pipette 
aufgenommen, in ein Reaktionsgefäß überführt und bei 1800 g für 5 min zentrifugiert. Der 
Überstand wurde vorsichtig abgesaugt und das Gewebe mit 1 ml PBS gewaschen (dabei 
vortexen) und erneut bei 1800 g für 5 min zentrifugiert. Nachdem der Überstand vorsichtig 
abgenommen wurde, wurden die Inseln in je 1 ml eiskaltem 3% Paraformaldehyd für 10 min 
auf Eis fixiert. Nach einer Zentrifugation bei 1800 g für 5 min wurde die 
Paraformaldehyd-Lösung vorsichtig mit der Pipette abgenommen und die Insel-Zellen erneut 
in je 1 ml PBS gewaschen. Auch die Färbung wurde in dem Reaktionsgefäß durchgeführt. 
Nach erneuter Zentrifugation wurde das PBS abgenommen und die Langerhans-Inseln zur 
Färbung für 20 min in je 55 µl HOECHST 33258-Lösung (1 mg/ml Stammlösung, 1:100 in 
PBS verdünnt) lichtgeschützt inkubiert. Es wurde erneut bei 1800 g für 5 min zentrifugiert, 
die HOECHST-Lösung abgenommen und die Inseln wiederholt in PBS gewaschen. 
Abschließend wurden die Langerhans-Inseln nach einer Zentrifugation bei 1800 g für 5 min 
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in die Mitte der Kulturschale überführt, das Reaktionsgefäß mit 50 µl PBS gespült und die 
Lösung mit eventuell im Gefäß verbliebenen Inseln ebenfalls in die Kulturschale gegeben 
und kurz gewartet das sich die Inseln absetzten. Es folgt das Eindecken mit vorgewärmter 
Glyceringelantine (37°C) und runden Deckgläsern (ø 50 mm). Damit die Langerhans-Inseln 
nicht zerdrückt wurden, wurden Knetmassefüßchen unter dem Deckglas angebracht.  
4.3.3 Aktivitätsbestimmung von Caspase-Enzymen 
Während der Apoptose werden verschiedene Caspasen aktiviert. Dabei handelt es sich je 
nach Zeitpunkt in der Signalkaskade um Initiator- oder Effektor-Enzyme, welche zu einem 
kontrollierten Abbau von Zellbestandteilen wie Actin, Laminin und DNA führen. Über 
verschiedene Signalwege können unterschiedliche Caspasen aktiviert werden, die zum 
Zelltod führen. Die Aktivitätsbestimmung dieser Enzyme kann Hinweise darüber geben, über 
welchen Signalweg die Apoptose eingeleitet wurde. 
Nach Behandlung der Zellen mit E2 beziehungsweise der Lösungsmittelkontrolle und nach 
entsprechender Inkubationszeit wurden die Caspaseaktivitäten bestimmt. Für die 
Aufarbeitung wurden die Zellen, mitsamt Kulturmedium, mit einer Pipette durch Spülen vom 
Schalenboden abgelöst und in ein 50 ml Gefäß überführt. Nach einer Zentrifugation bei 4°C 
und 500 g für 6 min wurde der Überstand verworfen und die Zellen in 1 ml PBS 
resuspendiert. 500 µl der Zellsuspension wurden in ein vorgekühltes 1,5 ml Reaktionsgefäß 
überführt und bei 4°C und 208 g für 10 min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und 
die Zellen in 1 ml Lysispuffer (siehe 3.6.7.1) resuspendiert und für 10 min bei 37°C im 
Heizblock inkubiert. Während dieser Inkubationszeit erfolgte regelmäßiges Vortexen der 
Proben. Nach einer Zentrifugation des Zell-Lysates bei 4°C und 1931 g für 10 min wurde der 
Überstand in ein neues vorgekühltes Reaktionsgefäß überführt, 100 µl für die spätere 
Proteinbestimmung abgenommen, und der Rest zur Aktivitätsmessung der Caspasen 
eingesetzt. 
Die Enzymaktivität wurde über eine Fluoreszenzmessung bestimmt. Caspasen sind 
hochspezifische Enzyme die isoformspezifisch eine bestimmte Peptidsequenz in Proteinen 
erkennen und an dieser Stelle die Peptidbindung spalten. Im Rahmen dieser Arbeit wurde 
die Caspaseaktivität anhand fluoreszenzmarkierter 7-Amino-4-Trifluormethyl- 
Coumarin-Gruppen (AFC) bestimmt. Es kamen Caspase–spezifische AFC-markierte 
Substrate zum Einsatz (siehe Tabelle 5), die von der jeweiligen Caspase erkannt und 
gespalten werden. Dabei wird die Fluoreszenz-aktive AFC-Gruppe freigesetzt. Die 
Fluoreszenzintensität kann anschließend fluorimetrisch (Wallac Victor 1420) gemessen 
werden und gibt Aufschluss über die jeweilige Enzymaktivität.  
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Tabelle 5: Eingesetzte Verdünnungen der verwendeten Caspase-Substrate. 
 
Caspase Substrat Endverdünnung 
des Substrates 
Eingesetzte Menge 
Substrat-Mix 
3 Ac-Asp-Glu-Val-Asp-(DEVD)-AFC 1:200 50 µl 
8 Ac-Ile-Glu-Thr-Asp-(IETD)-AFC 1:50 25 µl 
9 Ac-Leu-Glu-His-Asp-(LEHD)-AFC 1:10 10 µl 
12 Ac-Ala-Thr-Ala-Asp-(ATAD)-AFC 1:20 5 µl 
 
Die Caspase-Substrate wurden als 10 mM Stammlösung (Caspase 12 als 1 mM 
Stammlösung) in DMSO gelöst bei -20°C gelagert und erst direkt vor Gebrauch 
lichtgeschützt aufgetaut. Für die Messung wurde ein Substrat-Mix in Lysispuffer (siehe 
3.6.7.1) angesetzt und in entsprechender Menge (siehe Tabelle 5) in 96er-well-Platten 
eingesetzt. Die zu untersuchende Probe plus den Substrat-Mix ergaben zusammen ein 
Gesamtvolumen von 100 µl pro Ansatz. 
Die Messung des Fluoreszenzanstiegs über die Zeit und damit die Bestimmung der 
Caspase-Aktivität erfolgte mit einem Fluorometer Wallac Victor 1420. Es erfolgten 8 
Doppelmessungen im Abstand von 20 Minuten bei einer Messzeit von je 2 Sekunden. Die 
Anregung erfolgte bei 390 nm, die Emission bei 510 nm. Caspase 3, 8 und 9 wurden 
durchgehend bei Raumtemperatur gemessen, bei Caspase 12 wurde die Platte zwischen 
den einzelnen Messungen, wie vom Hersteller vorgeschrieben, bei 37°C inkubiert. Zur 
Ermittlung der unspezifischen Fluoreszenz wurde ein „Leerwert“ bestimmt. Hier wurde 
anstatt der zu untersuchenden Probe die entsprechende Menge an Lysepuffer eingesetzt. 
Dieser Leerwert wurde zur Auswertung der Daten von allen Werten abgezogen. Die 
erhaltenen Ergebnisse gaben den Anstieg der Fluoreszenz über die gemessene Zeit 
(insgesamt 160 min) an. Um verschiedene Messungen miteinander vergleichen zu können, 
wurde dieser Steigungswert auf den Proteingehalt der jeweiligen Probe bezogen 
(Proteinbestimmung siehe 4.5). 
4.4 Radioligandenbindungsstudien 
Ein Radioligand ist eine mit einem Radionuklid markierte Substanz, welche als Ligand an ein 
Zielprotein, beispielsweise einen Rezeptor, binden kann. Die über die radioaktive Markierung 
des Liganden erreichte Detektierbarkeit der Substanz macht Radioligandenbindungsstudien 
zu einer Standardmethode bei der Untersuchung von Rezeptoren. Über die Analyse der 
Rezeptor–Liganden–Interaktion lassen sich Rezeptoren identifizieren, isolieren und 
charakterisieren. In dieser Arbeit wurden Gleichgewichtsexperimente durchgeführt, das 
bedeutet, nach einer definierten Zeitspanne liegen Assoziation und Dissoziation des 
Rezeptor-Liganden-Komplexes im Gleichgewicht vor. Somit gilt das Massenwirkungsgesetz. 
Der Zeitraum, nach dem keine Änderung der Bindung mit der Zeit mehr beobachtet werden 
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kann, wird in dieser Arbeit als Inkubationszeit eingesetzt. Gleichgewichtsexperimente können 
in Sättigungs- und Kompetitionsexperimente unterschieden werden. Im Rahmen dieser 
Arbeit wurden Kompetitionsexperimente zur Untersuchung des membranständigen 
Sulfonylharnstoffrezeptors 1 durchgeführt. Das Rezeptormaterial wurde aus stabil, mit dem 
Expressionsvektor pcDNA3.1, welcher die cDNA für SUR1 enthält, transfizierten 
HEK293-Zellen durch Membranaufarbeitungen (siehe 4.1.5) gewonnen. 
4.4.1 Kompetitionsexperimente 
Bei dieser Art des Gleichgewichtexperimentes konkurrieren markierter und unmarkierter 
Ligand um dieselbe Bindungsstelle am Rezeptor. Die Verdrängung kann direkt kompetitiv an 
der Bindungsstelle erfolgen, oder es kommt durch die Bindung des einen Liganden zu einer 
allosterischen Hemmung der Bindung des zweiten Liganden. In den 
Kompetitionsexperimenten wird zur konstanten Rezeptorkonzentration und zur konstanten 
Konzentration des Radioliganden eine zunehmend höhere Konzentration des unmarkierten 
Liganden (= Inhibitor) gegeben. Anschließend wird die Konzentration des 
Rezeptor-Liganden-Komplexes bei entsprechender Inhibitorkonzentration gemessen. 
Verschiedene Informationen wie z.B die Konzentration des Inhibitors die zur halbmaximalen 
Verdrängung (IC50-Wert) benötigt wird, oder das Ausmaß der Hemmung (Amplitude) können 
aus diesen Experimenten gewonnen werden (Hiller, 2005). 
4.4.2 Eingesetzter Radioligand: 3H-Glibenclamid 
Als radioaktiver Marker wurde in dieser Arbeit Tritium (3H) verwendet. Tritium ist ein natürlich 
vorkommendes Isotop von Wasserstoff. Da Tritium 3 Protonen im Verhältnis zu einem 
Elektron aufweist, wird Tritium aufgrund seiner Masse auch als überschwerer Wasserstoff 
bezeichnet (Mortimer, 2001). Die spezifische Aktivität von Tritium mit 30-50 Ci/mmol ist 
vergleichsweise gering, jedoch liegt mit 12,26 Jahren eine längere Halbwertszeit vor. Im 
Vergleich dazu liegen die Halbwertszeiten von 35S bei 87,51Tagen und von 125I bei 59,39 
Tagen. 
Von Glibenclamid (GBC) ist bekannt, dass dieser Sulfonylharnstoff an den SUR bindet. GBC 
bindet an die SUR1-Isoform deutlich stärker als an die SUR2-Isoformen (Hambrock, 1998, 
2002; Schwanstecher, 1998). 
Der radioaktiv markierte Sulfonylharnstoff  3H-GBC wurde von uns bei der Firma PerkinElmer 
Life Science (USA) mit einer spezifischen Aktivität von 34-53 Ci/mmol in Ethanol gelöst 
bezogen. 
4.4.3 Durchführung der Radioligandenbindungsstudien 
Die Bindungsexperimente wurden an Membranpräparationen aus HEK293-Zellen 
durchgeführt. Bei den Kompetitionsversuchen handelt es sich um heterologe 
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Verdrängungsversuche, das bedeutet, der markierte Ligand 3H-GBC ist nicht identisch mit 
der Substanz des Verdränger-Liganden. In den Versuchen wurden die totale Bindung (Btot) 
und die Nicht-Spezifische Bindung (BNS) ermittelt und daraus die Spezifische Bindung (BS) 
errechnet.  
Die Membranpräparationen wurden direkt vor dem Versuch aus dem -80°C Gefrierfach 
entnommen und nach dem Antauen zu der gewünschten Menge an Inkubationspuffer (siehe 
3.6.10.1) gegeben. In noch halbgefrorenem Zustand wurde das 
Membran-Inkubationspuffer-Gemisch mit dem Ultra-TURRAX auf Stufe 6 homogenisiert und 
bis zum Versuch auf Eis aufbewahrt. Vor Versuchsbeginn wurde bereits ein Teil des 
Membran-Inkubationspuffer-Gemisches zur Proteinbestimmung bei –20°C eingefroren (siehe 
auch Kapitel 4.5). 
Für die Ermittlung von Btot und BNS wurden jeweils Dreifachbestimmungen durchgeführt. 
Nachfolgend ist das Pipettierschema zur Vorbereitung der Versuchsansätze dargestellt. 
Tabelle 6: Pipettierschema für Radioligandenbindungsstudien- als Beispiel Kompetitionsexperiment mit 
Tamoxifen als Inhibitor. In Klammern ist die jeweilige Konzentration im Ansatz aufgeführt. 
 
Btot: Radioaktivität ohne 
Inhibitor (Summe aus spezifischer 
und unspezifischer Bindung) 
 
10 μl Ethanol/DMSO 
25 μl 3H-GBC (40 nM) 
2,2 μl MgCl2, 1 M (2,2 mM)  
10 μl Na2ATP, 100 mM  
(1 mM) 
852,8 μl Inkubationspuffer 
100 μl Protein 
∑ = 1000 µl 
BNS:         
max. Inhibitorkonzentration 
 
 
10 μl GBC 1 mM (10 µM) 
25 μl 3H-GBC (40 nM) 
2,2 μl MgCl2, 1 M (2,2 mM)  
10 μl Na2ATP, 100 mM         
(1 mM) 
852,8 μl Inkubationspuffer 
100 μl Protein 
∑ = 1000 µl 
Inhibitor-
Konzentrations Reihe: 
 
 
10 μl Tamoxifen 
25 μl 3H-GBC (40 nM) 
2,2 μl MgCl2, 1 M       
(2,2 mM)  
10 μl Na2ATP, 100 mM 
 (1 mM) 
852,8 μl 
Inkubationspuffer 
100 μl Protein 
∑ = 1000 µl 
 
Inkubationspuffer, MgCl2 und Na2ATP wurden direkt vor Versuchsbeginn als Mastermix 
angesetzt. In allen Versuchen wurde die Inkubationszeit mit der Zugabe der 
Membranpräparation (= Protein) gestartet. Die Inkubationszeit für 3H-GBC von 15 min wurde 
bereits vor Beginn dieser Arbeit ermittelt und erfolgte in einem Wasserbad oder einem 
Heizblock bei 37°C. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden Radioligand-Rezeptor-Komplex 
und ungebundener Radioligand durch Filtration voneinander getrennt. Dazu wurden 
aufeinander folgend drei Aliquotes von jeweils 300 µl mithilfe einer Vakuumpumpe über 
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einen GF/B-Filter (Whatman, Porengröße 1 µmol/l) gesaugt. Um die verbliebenen 
Membranen mit gebundenem Radioliganden vollständig vom ungebundenen Liganden zu 
trennen, wurde jeweils 4-mal mit 4 ml eiskaltem Waschpuffer (siehe 3.6.10.2) gespült. Auf 
diese Weise wurde jeder Messpunkt dreifach bestimmt. Die Filter wurden direkt nach der 
Filtration in ein Szintillationsgefäß (20 ml) gegeben. Zusätzlich wurden von jeder Probe 20 µl 
direkt entnommen und in ein Szintillationsgefäß gegeben, um die Totalaktivität des Ansatzes 
zu bestimmen. Nach der Filtration aller Proben wurden zu jedem Szintillationsgefäß 5 ml 
Szintillationsflüssigkeit (Ultima-Gold) gegeben und die Anzahl der Zerfälle des Radioliganden 
in einem Szintillationszähler (Liquid Szintillation Analyzer 2550 TriCarb) ermittelt. Aus den 
Ergebnissen der drei Einzelmessungen jeder einzelnen Probe wurde zur weiteren 
Auswertung der Mittelwert der radioaktiven Zerfälle pro Minute für diese Probe bestimmt. 
 
4.4.4 Bestimmung der Radioaktivität 
Der Szintillationszähler erfasst die radioaktiven Zerfälle pro Minute (dpm), diese Ergebnisse 
können nach folgender Gleichung in molare Konzentrationen umgerechnet werden: 
 
 
c = Konzentration in mol/l 
1 Curie (Ci) = 2,2*1012 dpm 
SA = spezifische Aktivität des Radioliganden  in Ci/ mmol 
V = Volumen des filtrierten Aliquots (0,3 ml) 
Bei den in dieser Arbeit durchgeführten Versuchen handelt es sich wie in Abschnitt 4.4 
beschrieben um Gleichgewichtsexperimente, daher gilt das Massenwirkungsgesetz (4.4.4.1). 
4.4.4.1 Das Massenwirkungsgesetz 
Die Inkubationsdauer wurde so gewählt, dass die Bildung eines 
Radioliganden-Rezepor-Komplexes mit der Dissoziation des Komplexes im Gleichgewicht 
liegt. Es gilt: 
  R + L = (RL) 
 
R =  freier Rezeptor (mol/l) 
L = freier Ligand (mol/l) 
RL = Rezeptor-Liganden-Komplex (mol/l) 
Im Gleichgewicht gilt das Massenwirkungsgesetzt: 
c [mol/l] = 
ermittelte dpm 
2,2*1012 [dpm/ Ci] * SA [Ci/ mmol] * V [ml] 
Gleichung (1) 
Gleichung (2) 
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Dabei ist KD die Dissoziationskonstante im Gleichgewicht. Diese ist im Idealfall die 
Ligandenkonzentration, bei welcher die freie Rezeptorkonzentration der Konzentration des 
Rezeptor-Liganden-Komplexes entspricht. Da während der Messung nicht zwischen freiem 
Liganden und Liganden im Komplex unterschieden wird, werden die totalen 
Liganden-Konzentrationen bestimmt. Es gelten die Erhaltungsgleichungen: 
   
R0 = R + (RL) und L0 = L + (RL) 
R0 = totale Rezeptorkonzentration 
L0 = totale Ligandenkonzentration 
Dadurch gilt für die Ermittlung des KD –Wertes, unter Berücksichtigung von Gleichung 3 und 
Gleichung 4, folgende Gleichung: 
 
 
Allgemein gilt, dass die gesamte (= totale) Bindung eines Radioliganden (Btot) sowohl die 
spezifische Bindung (BS) als auch die Nicht-spezifische Bindung (BNS) enthält. BNS wird 
gesondert bestimmt, indem ein Überschuss an unmarkierten Liganden so eingesetzt wird, 
dass der Radioligand aus BS nicht jedoch BNS verdrängt wird. Es gilt die Gleichung: 
 
  BS = Btot  - BNS = (RL) 
4.4.5 Auswertung von Kompetitionsexperimenten 
Kompetitionsexperimente werden meistens so angelegt, dass die totale 
Ligandenkonzentration viel größer ist, als die totale Rezeptorkonzentration. Dies bedeutet, 
dass experimentell stets weniger als 5 % des Radioliganden gebunden vorliegen sollte. 
 
  R0 << L0 und damit: L0 ≈ L 
 
Dadurch lässt sich Gleichung 5 wie folgt vereinfachen und umformen: 
 
 
KD [mol/l] = 
R * L
(RL) 
KD [mol/l] = 
(R0 – (RL)) * (L0 – (RL)) 
(RL) 
KD [mol/l] = 
R0 – (RL) * L0  
(RL) 
(RL)[mol/l] = 
R0 * L0  
  KD + L0 
Gleichung (3) 
Gleichung (4) 
Gleichung (5) 
Gleichung (6) 
Gleichung (7) 
Gleichung (8) 
Gleichung (9) 
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Über eine nicht lineare Regression können KD und R0 ermittelt werden. 
Bei einem Kompetitionsexperiment misst man die Bindung des Radioliganden bei steigender 
Konzentration des Inhibitors. Sowohl Radioligand als auch Inhibitor werden im Überschuss 
eingesetzt. Die freie Konzentration von beiden entspricht dabei annähernd der totalen 
Konzentration. Es gilt folgendes Reaktionsschema: 
 
 
  I 
  + 
  R + L           (RL) 
   
  (IR)   
mit: 
I = Konzentration des Inhibitors (mol/l) 
R = Rezeptorkonzentration (mol/l) 
L = (Radio)ligandenkonzentration (mol/l)  
(IR) = Konzentration des Inhibitor-Rezeptor-Komplexes (mol/l) 
(RL) = Konzentration des Rezeptor-Liganden-Komplexes 
 
Dabei konkurrieren Inhibitor und Radioligand um eine konstante Anzahl an Rezeptoren. Mit 
steigender Inhibitorkonzentration kommt es im Experiment zu einer Abnahme des 
Rezeptor-Liganden-Komplexes. In der Auswertung wird dies durch eine charakteristische 
Hemmkurve angezeigt. Bei diesen Versuchen gilt es, neben der Dissoziationskonstante KD 
für die Ligandenbindung, auch die inhibitorische Dissoziationskonstante Ki für die Bindung 
des Inhibitors an den Rezeptor zu berücksichtigen. Damit gilt nach dem 
Massenwirkungsgesetz: 
 
 
Der Ki-Wert gilt dabei als Maß für die Affinität des Verdrängers zum untersuchten Rezeptor. 
Da sowohl Ligand als auch Inhibitor im Überschuss eingesetzt werden müssen auch hier 
(wie bei Gleichung 4) die Erhaltungsgleichungen gelten: 
 
  R0 = R + (RL) + (RI) 
  
Nun kann das Verhältnis von Liganden-Rezeptor-Komplex zur Anzahl an Rezeptoren wie 
folgt beschrieben werden: 
KD [mol/l] = 
R * L
(RL) 
Ki [mol/l] = 
R * I
(RI) 
Gleichung (10) 
Gleichung (11) 
und 
Gleichung (12) 
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Ersetzt man nun (RL) und (RI) unter Berücksichtigung von Gleichung 11 ergibt sich: 
 
Aus weiteren Umformungen ergibt sich zur Berechnung von (RL) folgende Gleichung: 
 
   Term 1   Term 2 
Term 1 entspricht hier der Bindung des markierten Liganden an den Rezeptor in 
Abwesenheit des Inhibitors. Term 2 beschreibt die Abnahme der freien Rezeptoren mit 
steigender Konzentration des Inhibitors und hat graphisch die Form einer Hyperbel. Der 
Term Ki * (1+ (L/KD) gibt den Mittelpunkt der Kurve an, bei welchem die inhibitorische 
Inhibitor-Konzentration 50 % der Kurvenamplitude entspricht. Nach Cheng und Prusoff  
(Cheng, 1973) wird der Term Ki * (1+ (L/KD) auch IC50 genannt. Daher kann man über den 
IC50 -Wert  die Affinität des Inhibitors zum Rezeptor wie folgt ermitteln: 
 
   Ki  = IC50 /(1+ (L/KD)   
 
Setzt man den IC50 -Wert  in Gleichung 15 ein, so erhält man: 
 
Durch Logarithmieren erhält man folgende Gleichung: 
 
Dabei ist –log IC50 = pIC50  und –log I = pI. 
Der Kurvenverlauf, ob steiler oder flacher, gibt einen Hinweis auf die Komplexität des 
Bindungsverhaltens. Als Maß für die Steilheit der Kurve kann der Hill-Koeffizient (nH) 
betrachtet werden. Bei einer einfachen Bindung, bei der die einzelnen Bindestellen nicht 
miteinander interagieren, ist der Hill-Koeffizient = 1. Wird dieser Koeffizient in die 
Berechnung einbezogen, ergibt sich folgende Gleichung: 
 
= 
(RL) 
R0 R + (RL) + (RI) 
(RL)
= 
(RL) 
R0 
L 
KD 
* 
Ki
Ki * (1+ (L/ KD) + I 
= (RL) 
L 
KD 
* 
1 
R0 * 
Ki * (1+ (L/ KD) 
1+(L/KD) 
* 
Ki * (1+ (L/ KD) + I 
= (RL) * (RL)(0)  
IC50 
IC50 + I 
= (RL) 
(RL)(0) 
1+10 pIC50 - pI 
= (RL) 
(RL)(0) 
1+10  nH(pIC50 – pI) 
Gleichung (13) 
Gleichung (14) 
Gleichung (15) 
Gleichung (16) 
Gleichung (17) 
Gleichung (18) 
Gleichung (19) 
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Der Hill-Koeffizient ermöglicht folgende Einteilung der Radioligandenbindung: 
nH = 1:  Es liegt nur eine Klasse von Bindungsstellen vor, welche nicht miteinander 
interagieren. 
nH > 1: Vorkommen von positiver Kooperativität, das heißt, mehrere 
Ligandenmoleküle binden mit steigender Affinität an den Rezeptor. 
nH < 1: Hinweis auf negative Kooperativität oder die Membran enthält verschiedene 
Rezeptoren mit ähnlicher Affinität zum Liganden. 
Wie bereits zu Beginn dieses Kapitels (4.4.4) erwähnt, wurden die aus den Messungen 
erhaltenen Ergebnisse (dpm) in molekulare Konzentrationen umgerechnet. Zuvor wurden die 
dreifach bestimmten Werte für einen Messpunkt gemittelt. Die spezifische Bindung 
(BS = (RL)) wurde durch Differenzbildung von Btot und der nicht-spezifischen Bindung (BNS) 
ermittelt (siehe Gleichung 6). Um einzelne Versuche besser miteinander vergleichen zu 
können, wurden die einzelnen Messpunkte normiert, indem die BS –Werte in % angegeben 
wurden. Hier entsprach Btot dem Wert bei 100 %. Um eine Verdrängungskurve zu erhalten, 
wurde BS (%) gegen den negativ dekadischen Logarithmus der steigenden 
Inhibitorkonzentration aufgetragen. Die Kurven haben ihr Maximum meist in Abwesenheit 
des Inhibitors. Bindet der Ligand nur an eine bestimmte Rezeptor-Bindestelle, spricht man 
von einer monophasischen Bindungskurve. In diesem Fall liegt nur ein Kurvenmaximum bzw. 
–minimum vor. Hier gilt die Gleichung: 
 
Mit:  
b = Kurvenmaximum (= 100 %) 
a = Kurvenminimum (festgelegt a > 0), somit ergibt b – a die Amplitude der Kurve 
x = negativ dekadischer Logarithmus der Inhibitorkonzentration 
k = negativ dekadischer Logarithmus des IC50-Wertes 
nH = Hill-Koeffizient  
Bindet der Ligand an zwei Typen von Bindungsstellen und die Kurve weist mehr als ein 
Kurvenmaximum und –minimum auf, spricht man von einer biphasischen Bindungskurve. 
Dies ist der Fall, wenn nH deutlich unter 1 liegt (nH < 0,6). Hier sollte folgende Gleichung als 
Fit eingesetzt werden: 
 
Dabei entsprechen a1 und a2 den Amplituden der zwei Kurvenbestandteile und k1 und k2 
den jeweiligen pIC50-Werten. 
f = b +  
1 + 10 nH*(x-k) 
(a - b) 
f = b -  
1 + 10 (x-k1) 
a1 a2
1 + 10 (x-k2) 
 -
Gleichung (20) 
Gleichung (21) 
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Die Kurven wurden mithilfe des Programms SigmaPlot 11.0 unter Vorgabe der Gleichungen 
20 beziehungsweise 21 aus den Messpunkten erstellt. Aus den Kurven konnten der 
pIC50-Wert sowie das Kurvenminimum (a) mittels nichtlinearer Regression ermittelt werden. 
Aus diesen Parametern kann die Amplitude der Kurve und über Gleichung 16 der Ki-Wert 
ermittelt werden. 
4.5 Proteinbestimmung nach Bradford 
Für die Versuche zur Aktivitätsbestimmung der Caspase-Enzyme aus Zellen (4.3.3) und den 
Radioligandenbindungsstudien an Zellmembranen (4.4) wurde die eingesetzte Proteinmenge 
als Bezugsgröße verwendet. Die photometrische Bestimmung der Proteinmenge erfolgte 
gemäß der Methode von Bradford (Bradford, 1976). Das Absorptionsmaximum liegt bei 
ungebundenem Farbreagenz (Assay Dye Reagent, BioRad) bei 465 nm und bei an Proteine 
gebundenem Farbreagenz bei 595 nm und konnte mit Hilfe des Photometers (Microplate 
Reader 5000/7000, Dynatech) detektiert werden. Um eine genaue Bestimmung der 
Proteinkonzentration zu gewährleisten, musste eine Eichung mittels „Standardprotein“ 
durchgeführt werden. Hierzu wurde eine Rinderserum-Albumin-(BSA) Konzentrationsreihe 
angesetzt, die bei jeder Messung mit vermessen wurde. BSA eignet sich in diesem Fall als 
Standard, da es eine ähnliche Zusammensetzung an sauren und basischen Aminosäuren 
aufweist, wie die zu untersuchenden Proteine. Nachfolgend ist das Pipettierschema zum 
Ansetzen der Standardreihe am Beispiel der verdünnten BSA-Lösungen die für die 
Proteinbestimmung an Membranen eingesetzt wurde, aufgeführt. 
 
Tabelle 7: Pipettierschema zum Ansetzen der BSA-Standard Proteinreihe für Versuche an Membranen *. 
 
Proteinkonzentration 
Eingesetzte 
Menge Eingesetzte Menge 
Eingesetzte 
Menge 
der Standardlösung an BSA (1 mg/ml) an Inkubationspuffer an Aqua bidest. 
[µg/ml] [µl] [µl] [µl] 
        
0  -  200 800 
10 10 200 790 
20 20 200 780 
30 30 200 770 
40 40 200 760 
60 60 200 740 
80 80 200 720 
100 100 200 700 
120 120 200 680 
150 150 200 650 
*Für Versuche mit Zellen wurde die Standardreihe entsprechend mit den BSA-Konzentrationen 0, 25, 50, 
75, 100, 125, 150 und 200 µg/ml angesetzt. 
 
Es war darauf zu achten, dass die BSA-Standardreihe denselben Anteil des entsprechenden 
Puffers aufweist, wie die zu untersuchende Proteinlösung. Im Fall der 
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Radioligandenbindungsstudien war dies der Inkubationspuffer (3.6.10.1), bei den 
Caspaseversuchen handelt es sich um den Lysepuffer (3.6.7.1  ). Die Standardreihen 
können mehrfach verwendet werden und wurden bei -20°C gelagert. 
Zu 50 µl BSA-Standard beziehungsweise Probe wurden jeweils 375 µl H2O und 75 µl 
Farbreagenz gegeben. Dazu wurde ein Mastermix mit H2O und Farbreagenz in 
entsprechender Menge angesetzt und davon rasch 450 µl zu jeder Probe dazu gegeben. Die 
Inkubationszeit von 30 min wurde ab dem Zeitpunkt der Mastermix Zugabe gemessen. Jede 
Probe wurde durch Vortexen gut gemischt. 
Anschließend wurden je 200 µl nach erneutem Vortexen in eine 96-well Platte überführt und 
die Farbintensitäten mit einem Photometer bestimmt. Als Negativkontrolle wurden im 
Doppelansatz 200 µl H2O mitgeführt. 
Tabelle 8: Pipettierschema zum Auftragen der Proben auf eine 96-well-Platte, zur photometrischen 
Proteinbestimmung. 
 
A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 A11 A12 
                        
Aaqua Aaqua Standard Standard Standard Standard Standard Standard Standard … … … 
bidest. bidest. 1 1 2 2 3 3 4       
B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B11 B12 
                        
… … … … … … … … … … Probe 1 Probe 1
                    1. Wert 2. Wert 
C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C11 C12 
                        
Probe 2 Probe 2 Probe 3 Probe 3 Probe 4 Probe 5 Probe 6 Probe 7 Probe 7 Probe 8 … … 
1. Wert 2. Wert 1. Wert 2. Wert 1. Wert 2. Wert 1. Wert 2. Wert 1. Wert 2. Wert     
Die Werte der Standardreihe wurden in Doppelansätzen pipettiert und vermessen. 
Anschließend wurden die Doppelwerte gemittelt und für die Berechnung der Standardkurve 
verwendet. Die Konzentration jeder Probe wurde anhand von Dreifachbestimmungen im 
Doppelansatz ermittelt. Diese 3 Werte für einen Messpunkt, beziehungsweise eine Probe, 
wurden anschließend gemittelt und der Mittelwert mit Standardabweichung (SEM) 
angegeben.  
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5 Ergebnisse 
Um die Rolle der regulatorischen Untereinheit SUR1 des pankreatischen KATP-Kanals, bei 
der Induktion von Apoptose nach 17β-Estradiolbehandlung näher zu untersuchen, wurden 
verschiedene apoptotische Parameter analysiert. Als Apoptoseindikatoren diente zum einen 
die Zellablösung vom Schalenboden (4.3.1), welche als Indikator des Vitalitätsverlustes der 
Zellen betrachtet wurde. Zum anderen die direkten Apoptoseparameter wie die Veränderung 
der Nukleus-Morphologie (4.3.2) sowie die Aktivität verschiedener Caspasen (4.3.3). Die 
Auswertung dieser unterschiedlichen Parameter zeigte eine direkte Korrelation zwischen der 
Apoptoserate und der Expression der regulatorischen SUR1-Untereinheit. In der 
vorliegenden Arbeit lag dabei der Schwerpunkt auf der Untersuchung, welche direkten 
Auswirkungen unterschiedliche SUR1-Punktmutationen auf die Apoptoserate in 
rekombinanten Zellsystemen haben. Hierfür wurden in der Literatur beschriebene Mutationen 
analysiert, die in Patienten mit transientem neonatalem Diabetes mellitus (Patch et al., 2007) 
entdeckt wurden und für welche eine Steigerung der ATP-Hydrolyserate beschrieben wurde 
[SUR1(R1379C) und SUR1(R1379L)] (siehe auch Aufgabenstellung). Diese wurden mit 
Mutationen verglichen, für welche eine Senkung der ATP-Hydrolyserate beschrieben wurde 
[SUR1(K719R) und SUR1(K1384M)] (de Wet et al., 2007a; de Wet et al., 2007b). Alle 
untersuchten Mutationen liegen in hochkonservierten Bereichen, den 
Nukleotid-Bindungsfalten (NBFs), des SUR1. 
5.1 Bestimmung der Apoptoserate in Zellen, die SUR1 und SUR1-
Mutationen exprimieren nach Behandlung mit E2  
Für die Versuche wurden unter anderem stabil transfizierte HEK293-Zellen verwendet. Diese 
Zellen enthielten entweder cDNA, welche für SUR1 oder entsprechende SUR1-Mutationen 
(SUR1(K719R), SUR1(K1384M), SUR1(R1379C), SUR1(R1379L)) codierte und in den 
Expressionsvektor pcDNA3.1(+) inseriert war oder nur den leeren Transfektionsvektor 
pcDNA. Die Zellen die den leeren Transfektionvektor enthalten, werden im folgenden Text 
als pcDNA-Kontrollzellen bezeichnet. Als Lösungsmittelkontrolle zu den Behandlungen mit 
verschiedenen Substanzen wurde für alle Versuche ein 1:1 Gemisch von DMSO/EtOH (D/E) 
verwendet. 
5.1.1 Bestimmung der Rate der Zellablösung in HEK293-Zellen nach 
Behandlung mit E2 
Um die Anzahl apoptotischer Zellen nach Behandlung mit 100 µM 17β-Estradiol (E2) zu 
überprüfen, wurden Versuche mit HEK293-Zellen, die den SUR1 beziehungsweise 
SUR1(NBF-Mutation) exprimieren, durchgeführt. Die Zellen wurden mit einem Konfluenzgrad 
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von 70-90% für die Versuche eingesetzt. Als möglicher Apoptoseindikator wurde die 
Zellablösung vom Schalenboden als Maß des Verlustes der Zellvitalität der normalerweise 
adhärent wachsenden HEK293-Zellen verwendet. Nach 24h Inkubation wurde die Zellzahl im 
Überstand mittels Casy-Zellzählgerät ermittelt (siehe 4.3.1). 
 
 
Abb. 1: E2 steigert die Rate der Zellablösung in HEK293-Zellen die eine SUR1-Punktmutante exprimieren. 
Dargestellt ist die Anzahl der vom Schalenboden abgelösten Zellen nach Behandlung mit 100µM E2. Als 
Lösungsmittel (Lsgm.) wurde DMSO/EtOH eingesetzt. Die Inkubation erfolgte für 24h. Einfache Lsgm.-Kontrolle 
n=3, für die zweifach-Lösungsmittelkontrollen und E2 behandelten Zellen gilt n=12-16. Die Daten sind dargestellt 
als Mittelwerte ± Standardfehler. Eine Oneway ANOVA zeigt keine Unterschiede zwischen den 
zweifach-Lösungsmittelkontrollen. Die unterschiedlichen Zelllinien wurden mit dem Student-T-Test zweiseitig 
gepaart (*p<0,05;**p<0,01;***p<0,001) verglichen. 
 
Hierfür wurden mehrere Kontrollen mitgeführt. Als Referenz für das Maß an Steigerung der 
Apoptoserate dienten HEK293-Zellen, die nur den „leeren“ Transfektionsvektor pcDNA 
exprimieren (pcDNA-Kontrollzellen). Die gestreiften Balken zeigen die Lösungsmittelkontrolle 
(DMSO/EtOH), die Balken mit Rautenmuster zeigen den Effekt nach zweifacher 
Lösungsmittelkontrolle und die Balken ohne Muster zeigen den Effekt nach Behandlung mit 
17β-Estradiol. Die zweifache Lösungsmittelkontrolle wurde durchgeführt, da im Laufe dieser 
Arbeit auch gleichzeitige Behandlungen mit zwei verschiedenen Substanzen erfolgt sind. Die 
Inkubation erfolgte für 24h. Die Bestimmung der Zellzahl im Überstand zeigt, dass alle E2 
behandelten Proben zu entsprechender zweifach-Kontrolle eine signifikant erhöhte 
Zellablösungsrate (p<0,001) aufweisen. Weiterhin ist die Zellablösungsrate nach Behandlung 
mit E2 nicht nur in SUR1-exprimierenden Zellen im Vergleich zu den pcDNA-Kontrollzellen 
signifikant erhöht, sondern auch in Zellen, welche SUR1-Mutanten (SUR1(K719R), 
SUR1(K1384M), SUR1(R1379C) und SUR1(R1379L)) exprimieren. Alle untersuchten 
Mutationen zeigen eine deutlich gesteigerte Rate der Zellablösung im Vergleich zu 
SUR1-exprimierenden HEK293-Zellen.  
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Tabelle 9.: Wirkung von E2 auf HEK293-Zellen die SUR1 oder eine SUR1-Punktmutante exprimieren. Die 
Messung der Zellzahl im Überstand als Maß des Adhärenzverlustes erfolgte nach Inkubation mit 100 µM E2 
beziehungsweise DMSO/EtOH als Lösungsmittelkontrolle (Lsgm.) für 24h. Untersucht wurden HEK293-Zellen, 
die SUR1 exprimieren, im Vergleich zu SUR1(K719R), SUR1(K1384M), SUR1(R1379C) und SUR1(R1379L) 
exprimierenden Zellen. Als Kontrolle dienten pcDNA-Kontrollzellen. 
 
Behandlung Gesamtzellzahl im 
Überstand [x103] 
Anzahl der Versuche (n) 
pcDNA + Lsgm. 198,8 ± 62,4 3 
pcDNA + 2xLsgm. 562,7 ± 59,7 13 
pcDNA + E2 1753,1 ± 163,8 16 
SUR1 + Lsgm. 161,9 ± 61,7 3 
SUR1 + 2xLsgm. 597,5 ± 60,5 13 
SUR1 + E2 2180,4 ± 173,1 16 
SUR1(K719R) + 2xLsgm. 568,1 ± 81,4 10 
SUR1(K719R) + E2 4735,2 ± 396,6 10 
SUR1(K1384M) + 2xLsgm. 598,2 ± 86,5 10 
SUR1(K1384M) + E2 4049,1 ± 478,1 10 
SUR1(R1379C) + 2xLsgm. 635,1 ± 102,2 9 
SUR1(R1379C) + E2 5601,3 ± 768,4 12 
SUR1(R1379L) + 2xLsgm. 675,4 ± 91,3 10 
SUR1(R1379L) + E2 6536,0 ± 420,2 10 
 
5.1.2 Bestimmung des Ausmaß der veränderten Kernmorphologie in 
HEK293-Zellen nach Behandlung mit E2 
Als weiterer Parameter neben der Zellablösung wurden apoptotische Veränderungen in der 
Zellkernmorphologie untersucht. Dazu wurden HEK293-Zellen nach einer Behandlung mit E2 
(100µM) fixiert und Färbungen mit dem DNA bindenden Farbstoff HOECHST 33258 
durchgeführt (siehe 4.3.2). Apoptotische Kerne kondensieren und fragmentieren und 
erscheinen deshalb unter dem Fluoreszenzmikroskop deutlich heller fluoreszierend als 
intakte Zellkerne. 
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Abb. 9: Gesteigerte Apoptoserate in SUR1 exprimierenden HEK293-Zellen und Zellen die eine 
SUR1-Punktmutatante exprimieren nach Behandlung mit E2. Die Zellen wurden für 24h mit 100µM 
17β-Estradiol behandelt. Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen nach der HOECHST 33258-Färbung 
zeigen Kerne nach Lösungsmittel- (kleine Abbildungen) und E2-Behandlung (große Abbildungen).  
 
Alle Zellkulturschalen wurden mit einem Konfluenzgrad von 70-90% eingesetzt. Der Verlust 
der Adhärenz der E2 behandelten Zellen im Vergleich zu den Zellen, die mit Lösungsmittel 
behandelt wurden, ist in Abb.9 deutlich zu erkennen. Die fluoreszierenden Kerne und das 
Ausmaß der freien Stellen am Schalenboden korrelieren gut mit den gemessenen Daten zur 
Zellablösung (siehe 5.1.1). Die Ergebnisse der mikroskopischen Untersuchungen sind nach 
einer Quantifizierung in Abb.10 dargestellt. 
 
 
Abb. 10: Steigerung der Rate apoptotisch veränderter Nuklei in SUR1 exprimierenden HEK293-Zellen und 
Zellen die eine SUR1-Punktmutante exprimieren nach Behandlung mit E2. Abbildung der Ergebnisse aus der 
Quantifizierung der HOECHST 33258-Färbungen. In der Abbildung ist der prozentuale Anteil apoptotisch 
veränderter Nuklei nach Behandlung mit E2 graphisch gezeigt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardfehler. 
Die einzelnen Zelllinien wurden beim direkten Vergleich analysiert über einen Student-t-Test zweiseitig gepaart 
(*p<0,05;**p<0,01;***p<0,001). Es gilt für die Behandlung mit 100µM 17β-Estradiol für 24h n=8. Eine Oneway 
ANOVA zeigt keine signifikanten Unterschiede beim Vergleich aller Zelllinien behandelt mit der 
Lösungsmittelkontrolle. 
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Im Vergleich zu den pcDNA-Kontrollzellen ist die Apoptoserate in SUR1 exprimierenden 
Zellen signifikant erhöht. Eine weitere Steigerung des Effektes ist in Zellen, die 
SUR1(K719R), SUR1(K1384M), SUR1(R1379C) oder SUR1(R1379L) exprimieren, sichtbar. 
Tabelle 10.: Anzahl apoptotisch veränderter Nuklei [%] nach Behandlung von HEK293-Zellen die SUR1 
oder eine SUR1-Mutante (SUR1(K719R), SUR1(K1384M), SUR1(R1379C) und SUR1(R1379L)) exprimieren 
mit E2. Analysiert wurden HEK293-Zellen die SUR1 exprimieren im Vergleich zu SUR1(K719R), SUR1(K1384M), 
SUR1(R1379C) und SUR1(R1379L) exprimierenden Zellen. Als Kontrolle dienten pcDNA-Kontrollzellen. Die 
Zellen wurden nach einer 24stündigen Behandlung mit 100 µM E2 fixiert und der Anteil apoptotisch veränderter 
Nuklei quantifiziert. Es gilt n=8. 
 
Behandlung Anzahl apoptotisch 
veränderter Nuklei [%] 
pcDNA + Lsgm. 5,5 ± 0,8 
pcDNA + E2 11,7 ± 1,1 
SUR1 + Lsgm. 6,8 ± 0,8 
SUR1 + E2 17,7 ± 1,7 
SUR1(K719R) + Lsgm. 5,4 ± 0,7 
SUR1(K719R) + E2 23,8 ± 1,9 
SUR1(K1384M) + Lsgm. 6,8 ± 0,9 
SUR1(K1384M) + E2 22,6 ± 2,1 
SUR1(R1379C) + Lsgm. 6,1 ± 0,8 
SUR1(R1379C) + E2 26,8 ± 3,2 
SUR1(R1379L) + Lsgm. 6,3 ± 0,6 
SUR1(R1379L) + E2 25,7 ± 2,6 
 
5.1.3 Bestimmung der Aktivität verschiedener Caspase-Enzyme in 
HEK293-Zellen nach Behandlung mit E2  
Um erste Hinweise auf beteiligte Signalwege bei der Apoptoseinduktion durch 17β-Estradiol 
in rekombinanten HEK293-Zellen zu erhalten, wurde die Aktivität verschiedener 
Caspase-Isoenzyme analysiert (siehe 4.3.3). Caspasen sind Enzyme, die als Initiator oder 
Effektor direkt am Apoptoseprozess beteiligt sind. Dieser Arbeit vorausgehend konnte in der 
Arbeitsgruppe bereits gezeigt werden, dass besonders die Aktivität von Caspase 3 und 
Caspase 9 in SUR1-exprimierenden Zellen nach Behandlung mit 17β-Estradiol erhöht ist, im 
Vergleich zu den pcDNA-Kontrollzellen (Ackermann et al., 2009). Nun wurden im Rahmen 
dieser Arbeit weitere Untersuchungen zu SUR1 und den Mutanten SUR1(R1379C), 
SUR1(R1379L), SUR1(K719R) und SUR1(K1384M) durchgeführt. 
Zunächst wurden die Aktivitäten verschiedener Caspasen nach Behandlung mit 
17β-Estradiol bestimmt. Die Caspase-Aktivität wurde fluorometrisch ermittelt und ergibt sich 
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aus einer Steigerung der Caspase-Aktivität (Substratumsetzung) über die Zeit, bezogen auf 
die eingesetzte Proteinmenge. 
Dies wurde in SUR1- und, exemplarisch für die NBF-Mutanten, in SUR1(R1379C) 
exprimierenden HEK293-Zellen untersucht. 
 
 
Abb. 11: Fluorometrisch bestimmte Aktivitäten unterschiedlicher Caspasen sind erhöht nach Behandlung 
mit E2. (A) Die E2-Behandlung induziert die Caspase-3-Aktivität in SUR1- (rot) und SUR1(R1379C)- (blau) 
exprimierenden Zellen im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle. Weder Caspase-8 (B) noch Caspase-12 (D) 
werden durch E2  signifikant aktiviert. (C) E2 induziert nur in den SUR1(R1379C) (blau), nicht aber in SUR1-
transfizierten Zellen die Caspase-9-Aktivität. Es sind die Mittelwerte ± Standardfehler dargestellt. Dabei gilt für 
A-C n=7 für SUR1 und n=6 für SUR1(R1379C) und für D jeweils n=5. Gemessen wurde nach Behandlung mit E2 
(100µM) für 24h. Als Test wurde ein gepaarter zweiseitiger Student-t-Test 
(*p<0,05;**p<0,01;***p<0,001)durchgeführt. 
 
Einen deutlichen Anstieg kann man bei der Aktivität von Caspase 3 (Abb.11A), welche als 
Effektor-Caspase eine Rolle als zentrales Schlüsselenzym in Apoptoseprozessen einnimmt, 
nach Behandlung mit 100µM E2 erkennen. Dies gilt sowohl beim Vergleich der E2 
behandelten Zellen zu den Lösungsmittel-Kontrollzellen, aber auch beim Vergleich von 
SUR1- zu SUR1(R1379C) exprimierenden Zellen nach Behandlung mit E2. Die Caspase 3 
kann über die Initiator-Caspasen 8, 9 und 12 aktiviert werden. Caspase 8, die über den 
FAS-Ligand Todesrezeptor aktiviert wird, zeigt lediglich eine leichte Erhöhung ihrer Aktivität 
nach Behandlung mit E2 im Vergleich zu der Lösungsmittelkontrolle. Einen deutlichen E2-
induzierten Effekt zeigt die Caspase 9 in ihrer Aktivität, vor allem in SUR1(R1379C) 
exprimierenden Zellen (Abb.11C). Caspase 9 wird über die Freisetzung von Cytochrom c 
aus den Mitochondrien aktiviert. Caspase 12, welche im Endoplasmatischen Retikulum 
stressinduziert oder über Ca2+-Influx aktiviert wird, zeigt keine Veränderung in ihrer Aktivität 
nach Behandlung mit E2 (Abb.11D). Da bei diesem Vergleich Caspase 3 und Caspase 9 die 
prominentesten Veränderungen ihrer Aktivität zeigten, wurden diese Caspasen in den Zellen 
welche SUR1(K719R), SUR1(K1384M), SUR1(R1379C) und SUR1(R1379L) exprimieren 
vergleichend zu SUR1 exprimierenden Zellen näher untersucht (Abb.12). 
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Abb. 12: Gesteigerte Aktivität von Caspase 3 nach Behandlung mit E2. Es sind die Mittelwerte ± 
Standardfehler der Caspase 3 Aktivität dargestellt. Dabei gilt jeweils n=5. Gemessen wurde nach Behandlung mit 
E2 (100µM) für 24h. Ausgewertet wurde über einen Student-t-Test zweiseitig gepaart 
(*p<0,05;**p<0,01;***p<0,001) und eine Oneway ANOVA, welche keine signifikanten Unterschiede zwischen den 
Lösungsmittelkontrollen ergab. 
 
Es zeigt sich, dass  alle Zellen welche SUR1(K719R), SUR1(K1384M), SUR1(R1379C) oder 
SUR1(R1379L) exprimieren, eine signifikante Steigerung der Caspase 3 Aktivität nach 
Behandlung mit E2 im Vergleich zu SUR1 exprimierenden Zellen aufweisen. Für Caspase 9 
wurden die entsprechenden Versuche durchgeführt. Dabei erhielt man ein vergleichbares 
Ergebnis. In allen untersuchten Mutanten kam es zu einer signifikanten E2-induzierten 
Steigerung der Caspase 9-Aktivität, lediglich die Gesamtaktivität war geringer als bei 
Caspase 3. Um beide Caspase-Aktivitäten vergleichen zu können, wird nachfolgend der 
Induktionsfaktor (IF) verwendet (Abb.13). Dieser wird ermittelt, um den spezifischen Effekt 
von E2 auf die unterschiedlichen Zellen zu beschreiben, da er die Apoptoserate nach 
Behandlung mit E2 ins Verhältnis zur Apoptoserate nach Behandlung mit Lösungsmittel 
setzt. Der Induktionsfaktor gibt das Verhältnis des Anstiegs der Fluoreszenz, bezogen auf 
die Proteinmenge aus E2 behandelten Zellen zu dem Anstieg der Fluoreszenz, bezogen auf 
die Proteinmenge aus Lösungsmittel-behandelten Zellen, wieder. 
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Abb. 13: Vergleich der Induktionsfaktoren (IF) von Caspase 3 und 9 nach Behandlung mit E2. IF=(Anstieg 
Fluoreszenz/Proteinmenge E2)/(Anstieg Fluoreszenz/Proteinmenge Lsgm.) Für die dargestellten Mittelwerte ± 
Standardfehler gilt: Caspase 3 n=5, Caspase 9 n=6, E2 (100 µM) für 24h, Student-t-Test zweiseitig gepaart 
(*p<0,05;**p<0,01;***p<0,001). 
 
Somit kann in rekombinanten HEK293-Zellen nicht nur über die Parameter der Zellablösung 
und der veränderten Kernmorphologie, sondern auch über eine gesteigerte Aktivität der 
Caspasen 3 und 9 eine deutliche Steigerung der Apoptoserate in Zellen, die eine 
NBF-Mutation exprimieren (SUR1(K719R), SUR1(K1384M), SUR1(R1379C) und 
SUR1(R1379L)) im Vergleich zu SUR1 exprimierenden Zellen aufgezeigt werden. Die 
untersuchten Mutanten mit den ATP-Hydrolyserate senkenden (SUR1(K719R), 
SUR1(K1384M)) und den ATP-Hydrolyserate steigernden Mutationen (SUR1(R1379C), 
SUR1(R1379L)) zeigen einheitlich eine gesteigerte Apoptoserate im Vergleich zu SUR1 
exprimierenden Zellen.  
5.2 Untersuchungen zur Wirkung von E2 in ER positiven Zelllinien 
E2 zeigt bereits bei Konzentrationen von 0,1 – 1,0 nM einen schnellen insulinotropen Effekt 
indem pankreatische KATP-Kanäle geblockt werden (Nadal, 1998). Ob E2 dabei direkt mit 
dem pankreatischen KATP-Kanal interagiert oder mit einem bisher nicht näher 
charakterisierten nicht-klassischen Estrogenrezeptor, der über intrazelluläre Signalwege mit 
dem KATP-Kanal assoziiert ist, wird derzeit diskutiert (Al-Majed, 2005; Nadal, 1998; Ripoll et 
al., 2008; Ropero et al., 2006; Soria, 2004). Bindungsexperimente an Membranen von 
rekombinanten HEK293-Zellen zeigen, dass E2 direkt mit dem SUR1 interagieren kann 
(Ackermann et al., 2009). 
In HEK293-Zellen ist der endogene Estradiol-Rezeptor (ER) in Form des Klassischen 
Rezeptors ERα oder ERβ nicht, oder in einem kaum detektierbaren Maße nachgewiesen 
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(Albanito et al., 2008; Gonzalez-Arenas et al., 2006; Kahlert et al., 2000; Tang et al., 2006). 
Dieser mögliche Anteil an ERs kann über die vergleichende Untersuchung der 
entsprechenden Kontrollzellen erfasst werden. Da die bisher in dieser Arbeit dargelegten 
Ergebnisse zeigen, dass in Kontrollzellen mit dem pcDNA-Vektor eine Erhöhung der 
Apoptoserate nach Estradiolbehandlung erkennbar ist (Abb.: 8 und 10), wurden im 
Folgenden einzelne der bereits oben aufgeführten Versuche in anderen Zelllinien wiederholt, 
für welche eine stärkere Expression von Estradiolrezeptoren als in HEK293-Zellen 
nachgewiesen ist (MCF7-Zellen). Ergänzend wurden Zellen verwendet, welche typische 
Charakteristika einer nativen β–Zelle zeigen (INS1-Zellen) (siehe 3 und 4). Diese Versuche 
wurden durchgeführt um SUR1 vermittelte Effekte nach E2 Behandlung von möglicherweise 
ER vermittelten Effekten ab zu grenzen. 
Des Weiteren wurden verschiedene Estradiol-Rezeptor Modulatoren in verschiedenen 
Zelllinien alleine und in Kombination mit E2-Behandlung hinsichtlich der Auswirkung auf die 
Apoptose-Induktion untersucht. 
5.2.1 Bestimmung der Rate der Zellablösung in mit SUR1-cDNA 
transfizierten MCF7-Zellen nach Behandlung mit E2 
Als Indikator für apoptotische Vorgänge in der Zelle wurde die Zellablösung von adhärent 
wachsenden, ER positiven MCF7-Zellen nach Behandlung mit E2 betrachtet. Dazu wurde 
die Zellzahl im Überstand mittels Casy-Zellzählgerät nach unterschiedlichen Zeitpunkten 
ermittelt. In den nachfolgend dargestellten Versuchen wurden stabil transfizierte 
MCF7-Zellen eingesetzt. Transfiziert wurden die Zellen mit dem Vektor pcDNA3.1 alleine 
(pcDNA-Kontrollzellen) oder entsprechend mit dem Vektor pcDNA3.1 mit einer Insertion 
eines Gens, welches für SUR1 oder die Mutation SUR1(R1379C) codiert. 
Zunächst erfolgte eine Überprüfung der erfolgreichen stabilen Transfektion von MCF7-Zellen 
mit dem Vektor pcDNA3.1 mit einer Insertion für SUR1. Dies erfolgte über die Ermittlung der 
spezifischen Bindung von Tritium- markiertem Glibenclamid (3H-GBC) (Abb. 14) und einer 
RT-PCR (Abb. 15). 
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Abb. 14.: Nachweis der Expression von SUR1 in MCF7-Zellen nach stabiler Transfektion über die 
Ermittlung der spezifischen Bindung von 3H-GBC. Bestimmung der totalen (Btot) und der nicht-spezifischen 
Bindung (NSB) an Membranen von pcDNA-Kontrollzellen (grau) und SUR1 exprimierenden MCF7-Zellen (rot) 
über Tritium-markiertes Glibenclamid. NSB ist hier farblich heller als Btot dargestellt. Es gilt jeweils n=5. 
 
Da bekannt ist, dass Glibenclamid an den Sulfonylharnstoffrezeptor 1 bindet, wurde über 
Tritium markiertes Glibenclamid die totale und die nicht-spezifische Bindung an 
Membranfraktionen von stabil transfizierten MCF7-Zellen bestimmt (Abb.14). Wurden die 
MCF7-Zellen zuvor mit dem leeren pcDNA3.1-Vektor transfiziert, entsprach die totale 
Bindung der nicht-spezifischen Bindung. Dagegen zeigen sich an Membranfraktionen von 
Zellen, die zuvor mit dem Vektor pcDNA3.1 mit einer Insertion für das Gen des SUR1 stabil 
transfiziert wurden,  tendenziell einen Unterschied zwischen der totalen und der nicht-
spezifischen Bindung. Dieser Unterschied entspricht der spezifischen Bindung von 
Glibenclamid an SUR1 und kann als Nachweis einer erfolgreichen stabilen Transfektion der 
MCF7-Zellen mit SUR1 angesehen werden. Es muss an dieser Stelle angemerkt werden, 
dass der Unterschied im Ausmaß der Bindung nach der Transfektion der MCF7-Zellen mit 
SUR1 nicht signifikant ist und auch viel geringer ausfällt als bei entsprechenden Versuchen 
die entsprechend an HEK293 Zellen durchgeführt wurden. Darum kann dieser Versuch 
alleine nicht als endgültiger Nachweis für eine stabile Transfektion angesehen werden. 
 
Eine weitere Nachweismethode ist die RT-PCR. Dabei wird zunächst RNA aus Zellen isoliert 
und in cDNA umgeschrieben. Über eine PCR wurden die entsprechenden DNA-Abschnitte 
amplifiziert und dann mittels Gelelektophorese getrennt. DNA-interkalierende 
Fluoreszenzfarbstoffe (in diesem Fall Ethidiumbromid) lagern sich an entstandene DNA-
Doppelstrangfragmente an, so können die PCR-Produkte bestimmt und die Menge über die 
Intensität der Fluoreszenz quantifiziert werden. 
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Abb. 15.: Nachweis der Expression von SUR1 in MCF7-Zellen nach stabiler Transfektion über RT-PCR. Die 
Zellen wurden von mir, wie in Kapitel 4.1.3 beschrieben, transfiziert, die anschließende RT-PCR wurde von Frau 
Dr. Claudia Franz durchgeführt [Die Umschreibung der RNA in cDNA erfolgte mit Hilfe des Quiagen QuantiTec 
Rev. Transcription Kit nach Anleitung des Herstellers]. In der Abbildung Teil A ist eine Aufnahme des Gels mit 
den PCR-Produkten nach erfolgter Gelelektrophorese abgebildet. Die Bande für SUR1 hat eine  Größe von 
201bp. Als DNA-interkalierender Fluoreszenzfarbstoff wurde Ethidiumbromid verwendet. In Teil B sind die Werte 
für die Intensität der Fluoreszenz nach Quantifizierung des Geles dargestellt. 
 
Mithilfe dieser Methode konnte eine erfolgreiche stabile Transfektion sowohl von 
MCF7-Zellen als auch von HEK293-Zellen mit dem SUR1 nachgewiesen werden (Abb.15). 
Nachdem die Zellen von mir transfiziert wurden, wurden die RT-PCR und deren Analyse 
freundlicherweise von meiner Kollegin Frau Dr. Claudia Bernardo de Oliveira Franz 
durchgeführt. Die Bande von SUR1 hat eine Größe von 201 bp und ist in Abb.15, Teil A  
sowohl in HEK293-Zellen als auch in MCF7-Zellen deutlich zu erkennen. Die schwachen 
Banden auf der Höhe von 200 bp in den pcDNA-Kontrollzellen können ein Hinweis auf 
eventuelle  andere endogene ABCC Proteine der Zellen sein, während die starken Banden 
auf der Höhe von 300 bp wahrscheinlich unspezifische PCR-Produkte darstellen. 
Unspezifische PCR-Produkte können entstehen wenn kein spezifischer DNA- Abschnitt zur 
Amplifikation vorhanden ist und/oder wenn zuviel Primer eingesetzt wurde.  
Die stabile Transfektion von MCF7-Zellen mit dem SUR1 konnte mit dieser Methode 
nachgewiesen werden, daher wurde der Erfolg einer entsprechenden Transfektion mit 
SUR1(R1379C) angenommen, ohne jedoch einzeln überprüft zu werden. 
 
Anschließend erfolgte die Analyse des Ausmaßes der Zellablösung in SUR1 exprimierenden 
MCF7-Zellen nach Behandlung mit E2, entsprechend der zuvor an HEK293-Zellen 
durchegführten Versuche. 
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Abb. 16: Zellablösung nach Behandlung mit 100 µM E2 in stabil transfizierten MCF-Zellen zu 
unterschiedlichen Zeitpunkten. Dargestellt ist der Anteil an MCF7-Zellen im Überstand (untransfiziert = weiß, 
pcDNA-Kontrollzellen = grau, Zellen, die SUR1 exprimieren = rot und Zellen, welche die SUR1-Mutation R1379C 
exprimieren = blau). Es wurde jeweils eine Oneway ANOVA mit anschließendem Tukey’s Multiple Comparison 
Test durchgeführt (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). A: Nach 24h zeigen sich keine signifikanten Unterschiede 
zwischen den einzelnen Gruppen und Behandlungen (untransfiziert n=14, pcDNA n=9, SUR1 n=9, 
SUR1(R1379C) n= 3). B: Nach 36h Inkubation wurde beim Vergleich von Zellen die pcDNA-, SUR1-, und 
SUR1(R1379C) exprimieren, folgendes Ergebnis erzielt. Keine signifikanten Unterschiede zwischen den Lsgm.-
Proben und keine signifikanten Unterschiede zwischen den E2-Proben (untransfizierte Zellen n=1, Rest jeweils 
n=4). Die untransfizierten Zellen sind aufgrund der geringen n-Zahl nicht in die Auswertung eingegangen und 
darum heller in der Grafik abgebildet. C: Nach 48h konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den 
untransfizierten-Proben sowie den pcDNA-, SUR1- und SUR1(R1379C) E2-Proben festgestellt werden. Die 
jeweilige Lsgm.–Probe zeigt im Vergleich zur entsprechenden E2-Probe p=***, für SUR1(R1379C) p=**. Im 
Vergleich zu der untransfizierten E2-Probe zeigen alle anderen E2-Proben p=* (untransfiziert n=4, pcDNA n=6, 
SUR1 n=6, SUR1(R1379C) n=5). 
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Nach einer Behandlung mit 100µM E2 für 24h zeigen MCF7-Zellen, welche einen 
endogenen Estradiol-Rezeptor besitzen, keinen Unterschied in Bezug auf die Apoptoserate 
betrachtet man den Parameter der Zellablösung. Mit der Zeit (36h, 48h) steigt der Anteil an 
apoptotischen Zellen in E2 behandelten Zellen im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle. 
Einen Unterschied zwischen den SUR1-exprimierenden Zellen und den 
(SUR1(R1379C)-exprimierenden Zellen bzw. den pcDNA-Kontrollzellen ist jedoch bei dieser 
Konzentration nicht erkennbar. Desweiteren zeigt sich eine ungewöhnlich starke 
Zellablösungsrate bei untransfizierten Zellen nach Behandlung mit E2, welche nach 48h 
sogar über den Zellablösungsraten der transfizierten Zellen liegt. 
5.2.2 Bestimmung der Rate der Zellablösung in SUR1 exprimierenden 
INS1-E-Zellen nach Behandlung mit E2 
 
In INS1-E-Zellen, welche durch die Gruppe um C.B. Wollheim aus einem Ratten-Insulinoma 
generiert wurden und für die beschrieben ist, dass sie sich wie native β–Zellen verhalten, 
konnte ein Unterschied zwischen Lösungsmittelkontrolle und E2-Behandlung gezeigt werden 
(Abb. 17). Diese Zellen besitzen endogen sowohl Estrogen-Rezeptoren (klassische und 
nicht-klassische siehe 1.4.3), als wahrscheinlich auch den SUR1 Rezeptor (Asfari, 1992). 
 
Abb. 17: Die E2-Behandlung führt zu einem signifikanten Anstieg der Zellablösung in INS1-E-Zellen. Es gilt 
jeweils n=4, E2 100 µM für 24h, analysiert über den Student-T-Test zweiseitig, gepaart: (*p<0,05; **p<0,01; 
***p<0,001).  
 
Somit konnte ein gesteigerter Verlust der Zelladhärenz in rekombinanten HEK293-Zellen 
(Abb.8) und untransfizierten INS1-E-Zellen (Abb.17) nach Behandlung mit 100 µM E2 für 24h 
festgestellt werden. In MCF7-Zellen (Abb.16) konnte nach einer Behandlung mit 100 µM E2 
für 36h und 48h, nicht aber nach 24h, ein gesteigerter Verlust der Zelladhärenz gemessen 
werden. 
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5.2.3 Untersuchung der Sensitivität verschiedener Zellen gegenüber 
einer Behandlung mit E2 
Die Sensitivität gegenüber E2 wurde zunächst an den in vielen Eigenschaften den nativen β-
Zellen ähnlichen, INS1-E-Zellen getestet. Dazu wurden die INS1-E-Zellen mit 
unterschiedlichen Konzentrationen an E2 behandelt, und nach 24h Inkubationszeit mittels 
des Casy-Zellzählgerätes die Zellzahl im Überstand bestimmt (Abb. 18).  
 
 
Abb. 18: Gesteigerter Adhärenzverlust von INS1-E-Zellen nach Behandlung mit zunehmenden 
Konzentrationen an E2 für 24h. Es gibt dabei keinen signifikanten Unterschied zwischen Lösungsmittel 
behandelten Zellen und solchen, die unbehandelt, bzw. mit 0,01 µM – 30 µM E2 behandelt wurden. 60, 90 und 
100 µM sind untereinander nicht signifikant verschieden, aber signifikant erhöht im Vergleich zu Lsgm. 
behandelten Zellen. Nach ANOVA mit anschließendem Tukey’s Multiple Comparison Test ergab sich p<0,05. 
Dargestellt ist das Ausmaß der Zellablösung als Mittelwerte ± Standardfehler, dabei gilt unbehandelt n=2, Lsgm. 
n=7und für die mit E2 behandelten Zellen n=3-4. 
 
Diese Zellen zeigen keine signifikante Erhöhung der Zellablösung in einem 
Konzentrationsbereich von 0,01 – 30 µM E2, wobei eine Tendenz zur vermehrten Ablösung 
bei 30 µM erkennbar war. Bei den Konzentrationen höher 30 µM, war ein sprunghafter 
Anstieg der Zellablösung zu beobachten. Zellen, die mit 60, 90 oder 100 µM E2 behandelt 
wurden, zeigten eine signifikant gesteigerte Rate der Zellablösung im Vergleich zu den 
Lösungsmittelkontrollen.  
Um zu überprüfen, ob die erhöhten Apoptoseraten nach Behandlung mit E2 in den 
untersuchten SUR1 Mutanten (SUR1(K719R), SUR1(K1384M), SUR1(R1379C) und 
SUR1(R1379L)) (Abb.8, 10 und 12) auf eine erhöhte Sensibilität gegenüber E2 
zurückzuführen ist, wurden verschiedene Konzentrationen auf ihre Apoptose induzierende 
Wirkung untersucht (Abb. 19). Dazu wurden stabil transfizierte HEK293-Zellen verwendet. 
Diese wurden für 4 Tage mit unterschiedlichen E2 Konzentrationen behandelt, anschließend 
Ergebnisse 72
fixiert und mit dem Farbstoff HOECHST 33258 gefärbt. Als apoptotischer Parameter wurde 
die veränderte Kernmorphologie zu Hilfe gezogen (siehe 4.3.2.2). Die apoptotischen Nuklei 
wurden mikroskopisch erfasst und ausgezählt. 
 
Abb. 19: Die Anzahl der apoptotischen Nuklei ist in HEK293-Zellen die SUR1 oder SUR1(K719R), 
SUR1(K1384M), SUR1(R1379C) oder SUR1(R1379L) exprimieren, abhängig von der eingesetzten 
Konzentration an E2. In der Abbildung ist der prozentuale Anteil apoptotisch veränderter Nuklei nach 
Behandlung mit unterschiedlichen E2-Konzentrationen für 4 Tage graphisch gezeigt Die angegebenen 
Signifikanzen beziehen sich auf den Unterschied zwischen SUR1 oder den SUR1-Mutanten und den 
pcDNA-Kontrollzellen. Es wurde eine Oneway ANOVA mit anschließendem Tukey’s Multiple Comparison Test 
und p<0,05 durchgeführt. Es gilt für jede Konzentrationsreihe n=3. 
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Dabei unterscheiden sich SUR1 exprimierende Zellen ab einer Konzentration von 50 µM 
signifikant von den pcDNA-Kontrollzellen. Dies trifft ebenfalls auf die untersuchten SUR1-
Mutationen SUR1(K1384M), SUR1(R1379C) und SUR1(R1379L) zu. In den Zellen die 
SUR1(R1379L) exprimieren ist ein Unterschied zu den Kontrollzellen zusätzlich bei einer 
Konzentration von 5 µM E2 zu erkennen. Keinen Unterschied zur Kontrolle ist in dem 
getesteten Konzentrationsbereich bei SUR1(K719R) erkennbar. Keine der SUR1-Mutationen 
zeigt bei den getesteten Konzentrationen in diesem Ansatz einen Unterschied zu dem 
nativen SUR1.  
 
5.3 Ermittlung der Auswirkung von ER-Modulatoren auf die 
Zellvitalität von SUR1 exprimierende Zellen 
SUR1 exprimierende HEK293-Zellen wurden mit verschiedenen Substanzen, die bisher als 
Selektive Estrogenrezeptor-Modulatoren (SERMs) oder Selektive Estrogenrezeptor Down-
Regulatoren (SERDs) bekannt sind, behandelt, um den Einfluss der eventuell vorhandenen 
Estradiol-Rezeptoren (ERα oder ERβ) abschätzen zu können. 
5.3.1  Auswirkung der Behandlung von rekombinanten HEK293-Zellen 
und isolierten Langerhansinseln mit Tamoxifen auf die 
Zelladhäsion und Kernmorphologie 
Tamoxifen (TAM) ist ein selektiver Estrogenrezeptormodulator (SERM), der zur Behandlung 
von Estrogen-abhängigen Mammakarzinomen eingesetzt wird (Fisher, 1998; 
Katzenellenbogen, 2000). Tamoxifen ist ein Prodrug, welches enzymatisch durch CYP2D6 in 
die aktive Form Hydroxytamoxifen umgesetzt wird und eine kompetitive Hemmung der 
Estrogenrezeptoren (ERα und ERβ) bewirkt. CYP2D6, welches zur P450 Familie gehört, ist 
auch in HEK293 Zellen exprimiert (Hasler, 1999) (siehe auch 5.6.3). Anfänglich wurde der 
Effekt unterschiedlicher Tamoxifenkonzentrationen auf die Zelladhärenz von SUR1 
exprimierende HEK293-Zellen untersucht (Abb.20). Als möglicher Maß verminderter Vitalität 
wurde hier das Ablösen der Zellen vom Schalenboden betrachtet. Die Messung erfolgte über 
ein Casy- Zellzählgerät, mit dessen Hilfe die Zellzahl im Überstand gemessen wurde. 
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Abb. 20: Untersuchung des Effektes verschiedener Konzentrationen Tamoxifen auf die Zelladhärenz von 
rekombinanten HEK293-Zellen. Dargestellt ist das Ausmaß der Zellablösung als Mittelwerte ± Standardfehler. 
Nach einer Oneway ANOVA mit anschließendem Tukey’s Multiple Comparison Test (*p<0,05; **p<0,01; 
***p<0,001) gibt es keine signifikanten Unterschiede im Konzentrationsbereich, ausgehend von der 
Lösungsmittelkontrolle, bis 10 µM. Alle eingesetzten Tamoxifen-Konzentrationen ab 15 µM zeigen im Vergleich 
zur Lösungsmittelkontrolle eine signifikant erhöhte Zellzahl im Überstand. Die Inkubationszeit betrug jeweils 24h, 
n=5. 
 
Als Vergleich zu den mit Tamoxifen behandelten SUR1 exprimierenden HEK293-Zellen 
wurden pcDNA-Kontrollzellen, sowie Zellen die SUR1 exprimieren und mit Estradiol 
behandelt wurden, mitgeführt. Bei einer Behandlung der Zellen mit Konzentrationen im 
Bereich von 1 µM, 5 µM und 10 µM Tamoxifen konnte kein signifikanter Unterschied im 
Vergleich zu Zellen, die mit Lösungsmittel behandelt wurden, festgestellt werden. In diesem 
Konzentrationsbereich lag die Anzahl an Zellen im Überstand deutlich unter der von Zellen 
nach einer Behandlung mit E2. Alle eingesetzten Tamoxifen-Konzentrationen über 15 µM 
zeigten im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle eine signifikant erhöhte Zellzahl im 
Überstand auf. Allerdings sind ab einer Konzentration von 15 µM Tamoxifen nach 24h alle 
Zellen einer Schale abgetötet. Unterschiede im Konzentrationsbereich 15 µM, 20 µM, 30 µM, 
50 µM und 100 µM Tamoxifen könnten dabei eventuell auf unterschiedliche Zellmengen zu 
Versuchsbeginn zurückgeführt werden. 
Ergänzend wurde die Wirkung von Tamoxifen in Kombination mit Estradiol auf die SUR1 und 
SUR1-Mutationen exprimierenden HEK293-Zellen untersucht und mit der Wirkung von E2 
oder TAM alleine verglichen (Abb.21). Dazu wurde die Konzentration von 10 µM Tamoxifen 
verwendet, da bei dieser Konzentration gerade kein Effekt von TAM alleine zu beobachten 
ist (Abb.11) und diese Konzentration auch aus der Literatur, unter anderem von 
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Untersuchungen zur  mitochondrialen Apoptoseinduktion (Nazarewicz et al., 2007) und 
Effekten der Biologisch aktiven Metabolite von TAM (Reddel, 1983), bekannt ist. 
 
 
Abb. 21: Tamoxifen in Kombination mit E2 verstärkt die Wirkung von E2 auf HEK293-Zellen, welche SUR1 
oder bestimmte SUR1-Mutanten exprimieren. Dargestellt ist das Ausmaß der Zellablösung mit Mittelwert ± 
Standardfehler. Es gibt nach durchgeführter Oneway ANOVA mit anschließendem Tukey’s Multiple Comparison 
Test keine signifikanten Unterschiede zwischen den Zellen nach Lösungsmittelbehandlung. Ebenfalls sind keine 
Unterschiede zwischen Zellen, die mit Tamoxifen behandelt wurden, detektierbar. Zwischen der Behandlung mit 
Lösungsmittel und Tamoxifen innerhalb einer einzelnen Zellline wurden nach Student-T-Test zweiseitig, gepaart 
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001) keine signifikanten Unterschiede festgestellt. Signifikante Unterschiede in allen 
Gruppen ergaben sich beim Vergleich der Lösungsmittelkontrolle sowohl bei den E2-behandelten Zellen, als auch 
bei den in Kombination E2+TAM –behandelten Zellen. Es gilt jeweils n=4, E2 100µM, TAM 10µM und eine 
Inkubationsdauer von 24h. 
 
Tamoxifen alleine zeigt auch in diesen Versuchen in den HEK293-Zellen bei einer 
Konzentration von 10 µM keine Wirkung auf die Zelladhärenz. Wie bereits in 
vorausgegangenen Versuchen ist nach 24h eine signifikant erhöhte Zellzahl im Überstand 
nach einer Behandlung mit 100 µM E2 in Bezug auf die Lösungsmittel-Kontrolle zu messen. 
Ebenfalls ist im Vergleich zu den für 24h mit E2 behandelten pcDNA-Kontrollzellen 
erkennbar, dass bei allen Zellen, die mit einer Kombination von E2 und Tamoxifen behandelt 
wurden, die Rate an abgelösten Zellen nochmals signifikant gesteigert wurde. Dieser 
deutliche Anstieg des Adhärenzverlustes im Vergleich zu E2 behandelten Zellen konnte in 
allen untersuchten Zelltypen, welche pcDNA, SUR1, SUR1(K719R), SUR1(K1384M), 
SUR1(R1379C) oder SUR1(R1379L) exprimieren, festgestellt werden. 
Die Wirkung von Tamoxifen wurde darüber hinaus an isolierten pankreatischen 
Langerhansinseln untersucht (Abb.22). Dazu wurden isolierte murine Langerhansinseln wie 
in Kapitel 4.3.2.3 beschrieben nach der Inkubation mit den entsprechenden Substanzen 
fixiert und mit dem Kern-Farbstoff HOECHST 33258 gefärbt. Nach entsprechender Anregung 
der Fluoreszenz, konnte über ein Mikroskop der Anteil der apoptotisch veränderten Nuklei 
bestimmt werden (siehe 4.3.2). 
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Abb. 22: Veränderte Kernmorphologie von isolierten Langerhansinseln nach Behandlung mit TAM und E2 
alleine und in Kombination. Bei isolierten Langerhansinseln zeigt sich eine apoptotische Veränderung in der 
Kernmorphologie nach Behandlung mit TAM (weiß), E2 (grau) oder der kombinierten Behandlung E2+TAM 
(schwarz). Eingesetzt wurden isolierte Langerhansinseln von männlichen Mäusen im Alter von ca. 20 Wochen. Es 
gilt jeweils Mäuse n=3, Langerhansinseln n= 8-17, E2 100µM, TAM 5 µM, Inkubationszeit 72h und Student-T-Test 
zweiseitig, gepaart (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardfehler. 
 
Betrachtet man den prozentualen Anteil an apoptotischen Nuklei in isolierten 
Langerhansinseln nach 72h Inkubation, sieht man eine signifikante Erhöhung der 
Apoptoserate nach Behandlung mit 100 µM E2. Tendenziell ist auch ein erhöhter Effekt nach 
der Behandlung mit 5 µM Tamoxifen erkennbar, auch wenn dieser Effekt statistisch nicht 
signifikant ist. Die größte apoptotische Wirkung zeigt hier, entsprechend der Versuche in 
rekombinanten Zellsystemen (Abb.21), eine kombinierte Behandlung von E2  und 
Tamoxifen. Auffallend ist, dass in den isolierten Langerhansinseln 5 µM Tamoxifen eine 
deutlich stärkere Wirkung zeigt als in den HEK293-Zellen nach Behandlung mit 10 µM 
Tamoxifen, besonders in Bezug auf die Wirkung von 100 µM E2. 
5.3.2 Auswirkung der Behandlung von rekombinanten HEK293-Zellen 
mit Fulvestrant auf die Zelladhäsion  
Ein bekannter strikter ER Antagonist ist Fulvestrant (ICI 182,780). Fulvestrant (Fv) wird als 
Selektiver Estrogenrezeptor Down-Regulator (SERD) beschrieben (Wakeling, 1991; Wardell 
et al., 2011). In Versuchen mit rekombinanten HEK293-Zellen, welche für 24h, entsprechend 
der Tamoxifen-Versuche, mit Fv und E2 inkubiert wurden, zeigt sich eine Reduktion der 
Zellablösungsrate (Abb.23).  
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Abb. 23: Fulvestrant in Kombination mit E2 senkt die Wirkung von E2 auf HEK293-Zellen, welche SUR1 
und SUR1-Mutanten exprimieren. Abgebildet sind, in Bezug auf die Rahmenfarbe, pcDNA-Kontrollzellen in 
schwarz, SUR1 exprimierende Zellen in rot, Zellen, die eine SUR1-Mutation mit ATP-Hydrolyserate senkendem 
Effekt exprimieren, in hell- und dunkel-grün und Zellen, die eine SUR1-Mutation mit ATP-Hydrolyserate 
steigerndem Effekt exprimieren, in hell- und dunkel-blau. Dargestellt ist das Ausmaß der Zellablösung mit 
Mittelwert ± Standardfehler. Nach durchgeführter ANOVA mit anschließendem Tukey’s Multiple Comparison Test 
ergeben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Zellen nach Lösungsmittelbehandlung, und auch 
keine Unterschiede zwischen Zellen, die mit Fulvestrant behandelt wurden. Zwischen den Gruppen ergibt sich 
nach dem Student-T-Test zweiseitig, gepaart: (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001) weiterhin folgendes Ergebnis: Im 
Vergleich zu den Lösungsmittelkontrollen sind alle entsprechenden E2 Behandlung und entsprechenden E2+Fv 
Behandlungen signifikant erhöht. Kein Unterschied zur Behandlung mit Lösungsmittel zeigen die Zellen nach 
Behandlung mit Fv. Es gilt pcDNA und SUR1 n=9, Zellen mit SUR1-Mutation n=4-6, Fv 10 µM, und E2 100 µM. 
 
In diesen Versuchen ist deutlich erkennbar, dass Fv, obwohl alleine keine Wirkung sichtbar 
ist, in Kombination mit Estradiol den Effekt auf die Zellablösung von E2 senkt. Dies ist in 
allen unterschiedlich transfizierten Zellen deutlich zu erkennen, auch wenn der Effekt in den 
einzelnen Versuchsansätzen unterschiedlich stark ausgeprägt ist. Die größte Reduktion des 
E2-Effektes zeigen Zellen welche die Mutationen SUR1(K719R), SUR1(K1384M), 
SUR1(R1379C) oder SUR1(R1379L) exprimieren, also die Zelllinien bei welchen die 
Zellablösung nach Behandlung mit E2 am deutlichsten verstärkt ist (siehe Tab.11). Die 
Wirkung der eingesetzten Konzentration an Fulvestrant alleine liegt auf der Höhe der 
eingesetzten, zweifachen Lösungsmittelkontrolle. 
  
Tabelle 11: Darstellung des prozentualen Anteils des Adhärenzverlustes von rekombinanten 
HEK293-Zellen nach Behandlung mit E2 und Fv in Kombination bezogen auf entsprechende, mit E2 
behandelten, Zellen. 
 
Behandlung Ausmaß des Adhärenzverlustes in % 
 pcDNA SUR1 SUR1(K719R) SUR1(K1384M) SUR1(R1379C) SUR1(R1379L)
E2 100 100 100 100 100 100 
E2 + Fv 83,8 79,4 57,7 58 49,6 53,3 
 
Ergebnisse 78
Im Vergleich zu den mit E2 behandelten Zellen sinkt die Apoptoserate bei der kombinierten 
Behandlung mit E2 und Fv bei pcDNA-Kontrollzellen um 16%, bei SUR1 transfizierten Zellen 
um 21%, bei den Zellen, die die SUR1 Mutationen SUR1(K719R) und SUR1(K1384M) 
exprimieren  jeweils um 42%, bei den Mutationen für SUR1(R1379C) um 50% und für 
SUR1(R1379L) um 47% (Tabelle 11). 
5.4 Auswirkung der Behandlung mit Estradiol, Tamoxifen und 
Fulvestrant auf die Zellvitalität von MCF7-Zellen 
Die Behandlung erfolgte in Gewebekulturschalen und die Messung wurde mit dem Casy-
Zellzählgerät durchgeführt. Dabei wurde die Zellablösung der adhärent wachsenden Zellen 
als Maß der Zellvitalität und damit als Indikator für möglicherweise apoptotische Prozesse 
genutzt (Abb. 23). Bei dieser Methode wirkt die intakte Plasmamembran der Zelle als Isolator 
und es wird durch das Gerät automatisch das Integral über mehrere Messungen gebildet 
(siehe 4.3.1). Über den elektrischen Widerstand der Zellen in einer Mehrfachbestimmung 
können Rückschlüsse auf die Zellvitalität gezogen werden. Der prozentuale Anteil an vitalen 
Zellen an der Gesamtzellzahl wird dabei als Vitalität bezeichnet. Nachfolgend sind die 
Ergebnisse der Behandlungen von MCF7-Zellen mit E2, Fv und TAM und die Auswirkung auf 
die Vitalität der Zellen nach 24h dargestellt (Abb. 24). 
 
 
Abb. 24: Tamoxifen vermindert die Zellvitalität von MCF7-Zellen im Vergleich zur Behandlung mit E2 oder 
Fv. Die Bestimmung der Zellvitalität mittels Zellcounter erfolgte nach Behandlung mit E2 bzw. ER-Modulatoren. 
Abgebildet sind, in Bezug auf die Rahmenfarbe, untransfizierte Zellen in grau, pcDNA-Kontrollzellen in schwarz, 
SUR1 exprimierende Zellen in rot und Zellen, die eine SUR1-Punktmutation exprimieren, in hell blau (Es wird 
angemerkt, dass für die Expression von SUR1(R1379C) keine Überprüfung stattgefunden hat, siehe auch 5.2.1). 
Dargestellt ist die Vitalität der stabil transfizierten MCF7-Zellen als Mittelwerte ± Standardfehler. Ergebnisse nach 
ANOVA mit anschließendem Tukey’s Multiple Comparison Test. Zum Zeitpunkt der Untersuchung mit Fv und 
TAM standen leider keine SUR1(R1379C) exprimierenden MCF-Zellen mehr zur Verfügung. Es gilt 
Inkubationszeit 24h, untransfizierte Zellen und SUR1(R1379C) n=3, pcDNA und SUR1 behandelt mit Lsgm. und 
E2 n=7, behandelt mit Fv und TAM n=4. 
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Unter Kontrollbedingungen beträgt der Anteil vitaler Zellen 91-95%. Es gibt keine 
signifikanten Unterschiede zwischen den mit Lösungsmittel behandelten Zellen 
untereinander. Ebenso wenig unterscheiden sich die Zelllinien welche SUR1, 
beziehungsweise SUR1(R1379C) exprimieren oder die pcDNA-Kontrollzellen von den 
untransfizierten MCF7-Zellen nach E2, Fv oder TAM-Behandlung mit einer Konzentration 
von jeweils 100 µM. Die Behandlung mit E2 führt zu einem leichten Rückgang an vitalen 
Zellen auf 84-87%. Tendenziell senkt auch eine Behandlung mit Fulvestrant die Vitalität der 
Zellen. Signifikant unterschiedlich sind jedoch die Lösungsmittelkontrollen (DE), bzw. die E2 
behandelten Zellen einer Gruppe, im Vergleich zu den mit Tamoxifen behandelten Zellen. 
Nach einer Behandlung mit Tamoxifen liegt die Zellvitalität nur noch bei 41-47%. Damit zeigt 
der Estrogenrezeptormodulator Tamoxifen eine um ca. 50% stärkere Wirkung als Estradiol 
selbst, bei einer eingesetzten Konzentration von jeweils 100 µM. 
5.5 Radioligandenbindungsstudien zur Untersuchung einer 
möglichen Interaktion von Tamoxifen mit dem SUR1 
Um zu untersuchen, ob und in welchem Ausmaß Tamoxifen direkt mit dem SUR1 interagiert, 
wurden Radioligandenbindungsstudien in Form von heterologen Kompetitionsversuchen 
durchgeführt (siehe Kapitel 4.4). Als Radioligand wurde dabei Tritium (3H) markiertes 
Glibenclamid eingesetzt. 
Vorrausgehend wurde in unserer Arbeitsgruppe eine homologe Verdrängung mit dem 
Sulfonylharnstoffanalogon Glibenclamid (GBC) durchgeführt um den KD-Wert zur 
Auswertung der heterologen Kompetitionsversuche zu bestimmen (4.4.5). 
Für die homologen Kompetitionsversuche wurde Tritium markiertes Glibenclamid eingesetzt, 
welches mit zunehmenden Konzentrationen an unmarkiertem Glibenclamid von der 
Bindungsstelle am SUR1 verdrängt wurde. Die Versuche wurden an Membranfraktionen 
(siehe 4.1.5) von HEK293-Zellen durchgeführt, die den SUR1 überexprimieren. 
Für diese Versuche wurde zur Verdrängung von 3H-GBC, Glibenclamid in einem 
Konzentrationsbereich von 10-11 bis 10-3,25 M eingesetzt. Es erfolgt eine komplette 
Verdrängung bei den höchsten Konzentrationen. Aus den Mittelwerten der Einzelversuche 
wurde über das Programm SigmaPlot die bestmögliche Näherungskurve nach Vorgabe der 
Gleichung 20 (siehe 4.4.5) ermittelt. Unter der Annahme einer monophasischen Bindung 
ergabt sich ein KD-Wert von 3,1 nM (Hambrock, 2004). 
In dieser Arbeit wurden vergleichend zu den homologen Verdrängungen mit GBC heterologe 
Kompetitionsversuche durchgeführt. Dazu wurde Tritium markiertes Glibenclamid eingesetzt, 
welches mit zunehmenden Konzentrationen an unmarkiertem Verdränger (Tamoxifen) von 
der Bindungsstelle am SUR1 verdrängt wurde. Alle Versuche wurden in Anwesenheit von 
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MgATP durchgeführt, da dies die GBC-Affinität zu SUR1 reduziert (Hambrock, 2002) und nur 
under diesen Bedingungen eine Verdrängung durch geringer-affine Substanzen wie E2 
möglich ist (Ackermann et al., 2009). 
 
Abb. 25: Heterologe Kompetitionsversuche mit 3H-Glibenclamid als Radioligand und Tamoxifen als 
Inhibitor. Dargestellt ist die spezifische Bindung BS und die Nicht-spezifische Bindung NSB von 3H-GBC in fmol 
bezogen auf die eingesetzte Proteinmenge. Für Membrane von pcDNA-Zellen sind die Werte der totalen Bindung 
als weitere Kontrolle eingetragen, da diese auf der  Höhe der nicht-spezifischen Bindung (NSB) von 
pcDNA-Zellmembranen liegen. Für SUR1 sind die Werte der spezifischen Bindung dargestellt. Die eingesetzten 
Tamoxifen Konzentrationen sind 1 nM-1 mM. Es gilt für jeden Datenpunkt von SUR1 n=6-7 und für pcDNA n=3.  
 
Deutlich zu sehen ist der Unterschied zwischen den Messungen an Membranen von 
pcDNA-Kontrollzellen und SUR1 exprimierenden Zellen. Die maximale erreichte spezifische 
Bindung  an Membranen von SUR1 exprimierenden Zellen betrug in den durchgeführten 
Experimenten 543 ± 106 [fmol/mg] und ist damit achtmal so hoch wie die entsprechenden 
Werte der pcDNA-Kontrollzellen mit 66 ± 11 [fmol/mg]. Das Ausmaß der gemessenen  
Bindung an Membranen der Kontrollzellen entspricht der nichtspezifischen Bindung der 
Kontrollzellen. Im Gegensatz zu den SUR1 exprimierenden Zellen kommt es somit mit 
steigender Tamoxifenkonzentration an den Membranen der Kontrollzellen wie erwartet zu 
keiner Verdrängung von Tritium-markiertem Glibenclamid durch Tamoxifen. Ab einer 
Konzentration von 30 µM TAM in der Probe sieht man einen Anstieg der Bindung sowohl bei 
den Kontrollzellen als auch bei SUR1-exprimierenden Zellen. In den folgenden 
Auswertungen wurden die höheren Konzentrationen daher nicht berücksichtigt. 
Um einzelne Versuche nach Ermittlung der spezifischen Bindung durch Tamoxifen besser 
miteinander vergleichen zu können, wurden die einzelnen Messpunkte normiert, indem die 
BS –Werte [fmol/mg] in % angegeben werden. Hier entspricht Btot dem Wert bei 100 %. 
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Abb. 26: Heterologe Kompetitionsversuche mit Tamoxifen an SUR1. Dargestellt ist die spezifische Bindung 
BS in %. Die eingesetzten Konzentrationen von Tamoxifen sind 1 nM-30 µM. Als tatsächlich eingesetzte 
Konzentration an 3H-GBC wurde aus den Einzelversuchen ein Mittelwert mit SEM von 0,65 ± 0,02 nM ermittelt. 
Es gilt für jeden Datenpunkt n=6-7, ein Hill-koeffizient von 1,9 wurde ermittelt mit SigmaPlot unter Vorgabe der 
Gleichung 20 (siehe 4.4.5). 
 
In den heterologen Kompetitionsversuchen mit Tamoxifen wurde eine Konzentrationsreihe 
von 1 nM-30 µM als Inhibitor eingesetzt (Abb. 26). Die berechnete Amplitude der 
Verdrängung der spezifischen Bindung von 3H-Glibenclamid beträgt 83,0 ± 1,6 %. Auch mit 
darüber hinaus gehenden Konzentrationen an Tamoxifen konnte keine weitere Verdrängung 
erreicht werden (siehe Abb.25). Über das Programm SigmaPlot wurde eine bestmögliche 
Näherungskurve unter Vorgabe der Gleichung 20 (siehe 4.4.5) ermittelt, dabei ergaben sich 
ein Hill-Koeffizient von 1,9 ± 0,3 und ein IC50-Wert von 7,4 ± 1,1 µM. 
In den sieben Einzelversuchen kam es teilweise zu erheblichen Schwankungen bei den 
Hillkoeffizienten (1,9 ± 0,33) dabei lag der Hillkoeffizient überwiegend bei 1,2 ± 0,02. Für  
nachfolgende Auswertungen wurde darum eine monophasische Bindung angenommen.  
Setzt man nun den KD-Wert aus der homologen Verdrängung 3H-Glibenclamid/Glibenclamid 
(KD-Wert 3,1 nM (Hambrock, 2004)) ein um die Ki-Werte zu berechnen, erhält man unter 
Berücksichtigung der Cheng-Prusoff-Korrektur (siehe 4.4.5) einen Ki-Wert von 6,1 ± 0,9 µM 
für Tamoxifen. 
5.6 Analyse der Genexpression nach Behandlung mit E2 in 
HEK293-Zellen die pcDNA, SUR1 oder SUR1(R1379C) 
exprimieren 
Um zu überprüfen, ob der SUR1-vermittelte apoptotische Effekt, ausgelöst durch E2, über 
eine  spezifische Veränderung auf der Ebene der Genregulation hervorgerufen wird, wurde 
eine Genexpressionsanalyse durchgeführt. Dazu wurden HEK293-Zellen, transfiziert mit 
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dem Vektor pcDNA (pcDNA-Kontrollzellen) alleine, oder dem Vektor mit einer Insertion für 
SUR1 oder SUR1(R1379C) verwendet. Es erfolgte einer Inkubation der Zellen mit 100 µM 
E2 oder dem  Lösungsmittel (DMSO/EtOH) als Kontrolle für 8h. Die Inkubationszeit von 8h 
wurde in Vorversuchen als der Zeitpunkt ermittelt, bei welchem die ersten mikroskopisch 
sichtbaren Veränderungen der behandelten Zellen auftraten. Danach wurden die Zellen 
(jeweils n=3 [Replikatenset A, B, und C]), nach Aufarbeitung in unserem Labor (siehe 4.1.4) 
anhand eines Agilent Whole Genome Oligo Microarray der Firma Miltenyi Biotec analysiert. 
Nach einer Pre-Prozessierung und Normalisierung der Daten auf die logarithmischen 
Intensitäten (log2) erfolgte eine diskriminatorische Gen Analyse (DGA) durch die Firma 
Miltenyi Biotec. Um eventuelle biologisch bedeutungsvolle Expressionsveränderungen 
beschreiben zu können, wurde dabei eine Kombination aus Signifikanz und dem Maßstab 
der x-fachen Vergrößerung bzw. Verkleinerung (fold-change) verwendet. Als Basislinie 
wurden die Werte der pcDNA-Kontrollzellen behandelt mit Lösungsmittellkontrolle 
verwendet. Aus dem Verhältnis der log2- Intensitäten wurde ein zweifarbiges Diagramm zur 
Visualisierung der Veränderungen angefertigt (Abb. 27).  
 
 
Abb. 27: Schema der Äquivalenz von x-facher Veränderung (fold-change) und dem Verhältnis der log2-
Intensitäten der Daten. Aus den auf den Hintergrund korrigierten Intensitäten der einzelnen Reporter wurden die 
p-Werte errechnet, welche indizieren, wie stabil eine Intensität eines bestimmten Reporters über dem Hintergrund 
detektiert werden kann. Dabei wurden Werte mit p>0,01 als nicht ausreichend unterschiedlich zum Hintergrund 
bewertet. Um Unterschiede zwischen den einzelnen Arrays zu kompensieren, wurden die logarithmischen 
Intensitäten einer quantilen Normalisierung unterzogen (log2). Zur vereinfachten Visualisierung der Änderungen 
in der Genexpression einzelner Reporter wurde das Verhältnis der Intensitäten der behandelten Proben zu den 
entsprechenden Kontrollen (pcDNA behandelt mit Lösungsmittel) gebildet. In dem zweifarbigen Diagramm ist ein 
positives Verhältnis (die Expression des Reportergens liegt über der der entsprechenden Kontrollen) in rot 
dargestellt, ein negatives Verhältnis (die Expression des Reportergens liegt unter der der entsprechenden 
Kontrollen) ist in grün dargestellt. Diese Berechnungen und Darstellung wurden im Rahmen einer 
diskriminatorischen Genanalyse von der Firma Miltenyi Biotec durchgeführt. 
5.6.1 Veränderungen in der Expression bestimmter Gene nach 
Behandlung mit E2 
Zunächst wurde in allen drei Zelltypen (HEK293-Zellen die pcDNA, SUR1 oder 
SUR1(R1379C) exprimieren) untersucht, welche Gene durch Behandlung mit E2 reguliert 
werden. Bezogen wurde die Regulation jeweils auf die entsprechende Probe, welche mit 
Lösungsmittel inkubiert wurde. Dazu wurden die normalisierten Intensitäten (log 2) einmal 
einem Signifikanztest innerhalb der Gruppe unterzogen und ergänzend ein Test zu den 
mittleren Expressionsunterschieden zwischen den zwei Gruppen (Behandlung mit E2 oder 
Lsgm.) durchgeführt. Beispielhaft ist nachfolgend ein Auszug aus der Ergebnistabelle für die 
Kontrollzellen dargestellt (Abb. 28). 
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Abb. 28. Auszug aus den auf E2 ansprechenden Genen in Kontrollzellen (pcDNA, Lösungsmittelkontrolle). 
In der Abbildung sind lediglich die oberste und die unterste Sektion der Ergebnistabelle, erstellt durch die Firma 
Miltenyi Biotec, aufgezeigt. Die von der Firma verwendeten Abkürzungen stellen sich wie folgt dar: pc = pcDNA-
Kontrollzellen, S = SUR1, M = Mutante (SUR1(R1379C)), DE = Lösungsmittelkontrolle DMSO/EtOH und EST = 
E2. 
 
Bei einer Analyse zur Genexpression mit einem Ansatz von 40.000 Reportergenen würde 
man auch in der Abwesenheit einer spezifischen Regulation, das Erreichen von p<0,01 von 
400 Genen erwarten. Dass eine Regulation durch E2 erfolgt, zeigt auch die Anzahl der in der 
Expression veränderten Gene. Hier zeigen alle drei untersuchten Zelltypen sehr ähnliche 
Ergebnisse in der Anzahl der regulierten Gene (pcDNA-Kontrollzellen n = 2007, 
SUR1 = 2527 und SUR1(R1379C) = 2564) und der durch E2 induzierten 
Expressionsveränderung. Das Gen, welches nach Behandlung mit E2, in allen Ansätzen, am 
stärksten hochreguliert wurde, ist das des Cystein/Glutamat Transporters SLC7A11. Unter 
den am stärksten induzierten Reportern befinden sich einige, die mit den Metallothioneinen 
Genen assoziiert sind (u.a. MT1H, 1X, 1L, 1G, MT2A). Die stärkste Senkung in der 
Regulation zeigt sich für das mit Thioredoxin interagierende Protein TXNIP. 
Obwohl diese Gene nach Behandlung mit E2 in allen untersuchten Zelltypen konsequent 
hoch- bzw. herunter-reguliert wurden, erreicht keiner der Werte eine gute statistische 
Signifikanz. Laut der bioinformatischen Analyse der Firma Miltenyi Biotec liegt dies jedoch an 
der geringen Anzahl an Replikaten mit n=3 pro Gruppe. Um dies zu verifizieren, wurden die 
unterschiedlichen Zelltypen (pcDNA, SUR1 und SUR1(R1379C) nach Behandlung mit E2 
Ergebnisse 84
beziehungsweise Lösungsmittel zusammengefasst und erneut eine DGA durchgeführt. 
Dabei konnte das zuvor beschriebene Ergebnis mit signifikanten Werten festgestellt werden. 
5.6.2 Unterschiede bezüglich der Expression bestimmter Gene zwischen 
den Zelltypen vor und nach Behandlung mit E2 
In einem weiteren Ansatz wurden DGAs durchgeführt, um Gene zu ermitteln, die in den 
unterschiedlichen Zelltypen (pcDNA, SUR1 und SUR1(R1379C)) bei gleicher Behandlung 
unterschiedlich exprimiert werden. Für alle nachfolgenden DGAs konnten nach einer 
Korrektur der Intensitäten auf den Hintergrund (Beschreibung siehe 5.6) keine Reportergene 
ermittelt werden die eine statistisch signifikante Veränderung in ihrer Aktivität aufweisen. 
Jedoch zeigen einige Reportergene eine deutliche Regulation über den Schwellenwert (p-
value < 0,01) hinaus. Diese veränderten Gene sind nachfolgend zusammengestellt. 
Tabelle 12: DGA unterschiedlicher Zelltypen bei gleicher Behandlung. 
 
Vergleich Behandlung 
 
hoch(↑) bzw. 
herunter (↓) 
reguliert 
Genregulation 
pcDNA vs. SUR1 
 
E2 
 
in SUR1 ↑ 
in SUR1 ↓ 
CRB1, ABCC8, FGB, TEK, MYOK 
Keine herab-regulation der Gene 
pcDNA vs. SUR1(R1379C)
 
E2 
 
in SUR1(R1379C) ↑ 
 
in SUR1(R1379C) ↓ 
ABCC8, CTPS2, C1ORF67, PRKCB, 
SYT4 
 
PRPS2, AGBL2, CXCL12 
 
SUR1 vs. SUR1(R1379C) 
 
E2 
 
in SUR1 ↑ 
 
in SUR1(R1379C) ↑ 
 
in SUR1 ↓ 
in SUR1(R1379C) ↓ 
CRB1, DKFZP547L112, FGB, TEK 
C1ORF67, CTPS2, RASGEF1B, 
PRKCB, C6ORF59 
 
A_24P297307, CCDC89 
PRPS2, A_32_P228254 
pcDNA vs. SUR1 
 
Lsgm. in SUR1 ↑ 
 
in SUR1 ↓ 
CRB1, ABCC8, FGB, TEK, MYOK 
OAS3 
Keine herab-regulation der Gene 
pcDNA vs. SUR1(R1379C)
 
Lsgm. in SUR1(R1379C) ↑ 
 
in SUR1(R1379C) ↓ 
ABCC8, CTPS2, C1ORF67, PRKCB, 
SYT4, TBX4 
 
PRPS2, AGBL2, CXCL12, 
PTN, LINGO2 
 
SUR1 vs. SUR1(R1379C) 
 
Lsgm. in SUR1 ↑ 
 
in SUR1(R1379C) ↑ 
 
CRB1, DKFZP547L112, FGB, TEK 
C1ORF67, CTPS2, RASGEF1B 
PRKCB, C6ORF59, C1ORF87, TBX4  
 
PRPS2, ZNF826, LINGO2 
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in SUR1(R1379C) ↓  
 
Auffallend ist, dass nur eine kleine Anzahl an Genen eine konsistente Veränderung in ihrer 
Expression durch SUR1 Überexpression zeigt. Lediglich das Gen ABCC8, welches den 
SUR1 codiert, und der Reporter A_23_P85932 mit unbekannter Funktion scheinen sowohl in 
SUR1 als auch in SUR1(R1379C) exprimierenden Zellen induziert zu sein. Die anderen 
Gene, die jeweils in den stark-regulierten Bereichen der Ergebnistabellen liegen, scheinen 
spezifisch für die Überexpression von SUR1 oder SUR1(R1379C) zu sein. Die 
Überexpression von SUR1 in den HEK293-Zellen führt zum Beispiel zu einer verstärkten 
Genexpression von MYOK (Myocilin, trabecular meshwork inducible glucocorticoid 
response) und OAS3 (2'-5'-oligoadenylate synthetase 3), während eine Überexpression von 
SUR1(R1379C) mit einer verstärkten Expression von PRKCB (Protein kinase C beta) einher 
geht. Keinen erkennbaren Effekt zeigt jedoch die unterschiedliche Behandlung mit E2 oder 
der Lösungsmittelkontrolle D/E. 
Demnach treten verschiedene Änderungen durch die Überexpression von SUR1 und die von 
SUR1(R1379C) auf, welche sich auch von den Expressionsmustern der entsprechenden 
pcDNA-Kontrollzellen unterscheiden.  
 
5.6.3 Untersuchung der Genexpressions-Analysen auf endogen 
vorkommende Estrogenrezeptoren, ABC-Proteine und wichtige 
Enzyme 
 
Für verschiedene Versuchsansätze dieser Arbeit spielen unterschiedliche, in den 
HEK293-Zellen möglicherweise endogen vorkommende, Proteine eine besondere Rolle. Mit 
Hilfe des Agilent Whole Genome Oligo Microarray konnten die eingesetzten HEK293-Zellen 
auf vorhandene Gene für Estrogenrezeptoren, ABC-Proteine und für die Umsetzung der 
SERMs erforderlichen Cytochrom P450-Enzyme untersucht werden. 
Tabelle 13: Für diese Arbeit wichtige, möglicherweise endogen vorhandene Gene in den untersuchten 
HEK293-Zellen. 
 
Estrogenrezeptoren ABC-Proteine Cytochrom P450-Proteine 
ERα (NR3A1), nicht vorhanden 
ERβ (NR3A1), nicht vorhanden 
GPER (GPER), vorhanden 
Verschiedene Vertreter aus 
den ABCA, ABCB, ABCC, 
ABCD, ABCE, ABCF, ABCG 
Subfamilien vorhanden* 
CYP2D6, vorhanden 
CYP3A4, vorhanden 
 
 
* ABCA2,5,10,12; ABCB1,4,5,7,8,9,10,11; ABCC3,4,5,9,13; ABCD1,2,3,4; ABCE1; ABCF1,2,3; ABCG1,2,4,5,8 
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In der durchgeführten DGA zeigen sich Hinweise auf eine herunter-Regulierung des GPER 
um den Faktor 1,5 - 2 nach der Behandlung mit E2 in allen untersuchten Zelltypen. Aus allen 
Subfamilien der ABC-Proteine (A-G) sind Gene in den HEK293-Zellen vorhanden. Von 
besonderem Interesse sind hierbei die Vertreter der ABCB-Familie, welche das 
Multidrug-Resistance Protein kodieren, oder die Vertreter aus der ABCC-Familie, zu welcher 
auch der SUR1 zählt (Dean, 2013). Dabei sind besonders ABCC6 (CFTR) und ABCC9 
(SUR2Aδ) zu nennen. Hinweise auf eine Regulierung der Gene der ABC-Proteine nach 
Behandlung mit E2 konnte in keinem der untersuchten Zelltypen, pcDNA, SUR1 und 
SUR1(R1379C), festgestellt werden.  Von den Cytochrom P450-Enzymen, welche den in 
dieser Arbeit untersuchten SERM Tamoxifen in die metabolisch aktivere Form 
Hydroxytamoxifen umwandeln können (Fernandez-Santander et al., 2013; Hasler, 1999), 
sind in den verwendeten HEK293-Zellen CYP2D6 und CYP3A4 vorhanden. Hier zeigt sich in 
der durchgeführten DGA allgemein eine leichte hoch-Regulierung für CYP2D6 nach 
Behandlung mit E2. Für CYP3A4 ist keine Regulation zu erkennen. 
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6 Diskussion  
Es sind verschiedene Regulations- und Modulationswege für die Insulinsekretion aus 
pankreatischen β-Zellen bekannt. In den β-Zellen der Langerhans-Inseln des Pankreas ist 
der KATP-Kanal an der Insulinausschüttung maßgeblich beteiligt (Aguilar-Bryan, 1995; Hinke, 
2009; Proks et al., 2006). Die Insulinsekretion wird, außer über die Kanalaktivität, zudem 
moduliert und verstärkt durch KATP-Kanal unabhängige Wege z.B. über Inkretinhormone 
(Aizawa, 1998; Straub S. G.; Cosgrove, 2001). Zusätzlich wird die totale Menge an 
sezerniertem Insulin durch adaptive Veränderungen der β–Zellmasse reguliert. Dies 
geschieht über β–Zell Neogenese, Proliferation und Apoptose (Butler, 2003; Butler et al., 
2007). Pathologische Veränderungen, wie ein längerfristig erhöhter Glukosespiegel oder 
hohe Konzentrationen an Lipiden können zum Zelltod der β-Zellen führen (Donath and 
Halban, 2004; Maedler et al., 2002). Auch insulinotrope Medikamente, wie die 
Sulfonylharnstoffe Glibenclamid und Tolbutamid, können eine gesteigerte Apoptoserate der 
pankreatischen β-Zellen hervorrufen (Donath and Halban, 2004; Efanova, 1998; Iwakura et 
al., 2000). Die einzelnen Mechanismen sind dabei jedoch noch nicht vollständig aufgeklärt. 
 
In vorausgehenden Arbeiten der Arbeitsgruppe (Hambrock et al., 2007; Hambrock et al., 
2006) konnte nachgewiesen werden, dass sowohl der Naturstoff trans-Resveratrol als auch 
der Sulfonylharnstoff Glibenclamid  an der Modulation von Apoptose, in rekombinanten 
SUR1-exprimierenden Zellen und auch in nativen β-Zellen aus isolierten Langerhans-Inseln,  
beteiligt ist. In einer weiteren Arbeit aus der Arbeitsgruppe (Ackermann et al., 2009) konnte 
nachgewiesen werden, dass das endogen vorkommende 17β-Estradiol, Apoptose spezifisch 
unter Beteiligung des Sulfonylharnstoffrezeptors 1 (SUR1) induzieren kann. Diese 
Apoptose-Induktion ist, sowohl in rekombinanten SUR1 exprimierenden Zellen als auch in 
nativen β-Zellen der Langerhans-Inseln, deutlich stärker als der Effekt von Glibenclamid oder 
Resveratrol. In rekombinanten Zellsystemen konnte gezeigt werden, dass diese Apoptose-
Induktion durch verschiedene  Mutationen mit pathophysiologischer Bedeutung beeinflusst 
werden kann. 
6.1 Bestimmte Mutationen in den Nukleotidbindungsfalten des 
SUR1 können die Apoptose-Induktion durch E2 beeinflussen  
Um die Rolle der regulatorischen Untereinheit SUR1 des pankreatischen KATP-Kanals, bei 
der Induktion von Apoptose nach 17β-Estradiolbehandlung näher zu untersuchen, wurden 
verschiedene apoptotische Parameter analysiert. Dabei wurde bei rekombinanten HEK293-
Zellen die Zellvitalität zum einen über die Zellablösung vom Schalenboden (4.3.1) zum 
anderen die  apoptotische Veränderung der Nukleus-Morphologie (4.3.2) sowie die Aktivität 
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verschiedener Caspasen (4.3.3) bestimmt. Die Auswertung dieser unterschiedlichen 
Parameter zeigte eine direkte Korrelation zwischen der gesteigerten Apoptoserate und der 
Expression der regulatorischen SUR1-Untereinheit. Dies wurde auch bereits in 
vorausgehenden Arbeiten der Arbeitsgruppe bestimmt und gezeigt (Ackermann et al., 2009) 
und kann mit meiner Arbeit bestätigt werden. In der vorliegenden Arbeit lag dabei der 
Schwerpunkt auf der Untersuchung, welche direkten Auswirkungen unterschiedliche 
SUR1-Punktmutationen auf die Apoptoserate in rekombinanten Zellsystemen, ausgelöst 
durch 17β-Estradiol (E2), haben. Hierfür wurden einzelne in der Literatur beschriebene 
Mutationen ausgewählt, die in Patienten mit transientem neonatalem Diabetes mellitus 
(Patch et al., 2007) nachgewiesen wurden und für welche eine Steigerung der ATP-
Hydrolyserate beschrieben wurde [SUR1(R1379C) und SUR1(R1379L)]. Erste Versuche 
dazu wurden bereits vorausgehend in der Arbeitsgruppe durchgeführt (Ackermann et al., 
2009). Diese wurden von mir mit Mutationen verglichen, für welche eine Senkung der ATP-
Hydrolyserate beschrieben wurde [SUR1(K719R) und SUR1(K1384M)] (de Wet et al., 
2007a; de Wet et al., 2007b). Alle untersuchten Mutationen liegen in hochkonservierten 
Bereichen, den Nukleotid-Bindungsfalten (NBFs), des SUR1. 
Die für die Versuche eingesetzten Zellen enthielten entweder cDNA, welche für SUR1 oder 
entsprechende SUR1-Mutationen (SUR1(K719R), SUR1(K1384M), SUR1(R1379C), 
SUR1(R1379L)) codierte und in den Expressionsvektor pcDNA3.1(+) inseriert war oder nur 
den leeren Transfektionsvektor pcDNA. Im folgenden Text werden entsprechende Zellen, 
welche nur den pcDNA-Vektor enthalten, als pcDNA-Kontrollzellen bezeichnet. Den 
Versuchen zum Verlust der Zellvitalität und der  veränderten Kernmorphologie zufolge, ist im 
Vergleich zu den pcDNA-Kontrollzellen die Apoptoserate in SUR1 exprimierenden Zellen 
signifikant erhöht. Eine weitere Steigerung des Effektes ist in Zellen die SUR1(K719R), 
SUR1(K1384M), SUR1(R1379C) oder SUR1(R1379L) exprimieren sichtbar. 
Um erste Hinweise auf beteiligte Signalwege bei der Apoptoseinduktion durch 17β-Estradiol 
in rekombinanten HEK293-Zellen zu erhalten, wurde die Aktivität verschiedener 
Caspase-Isoenzyme analysiert (siehe 4.3.3). Dieser Arbeit vorausgehend konnte bereits 
gezeigt werden, dass besonders die Aktivität von Caspase 3 und Caspase 9 in 
SUR1-exprimierenden Zellen nach Behandlung mit 17β-Estradiol erhöht ist, im Vergleich zu 
den pcDNA-Kontrollzellen (Ackermann et al., 2009). Nun wurden im Rahmen dieser Arbeit 
weitere Untersuchungen zu SUR1 und den Mutanten SUR1(R1379C), SUR1(R1379L), 
SUR1(K719R) und SUR1(K1384M) durchgeführt. Zunächst wurden die Aktivitäten 
verschiedener Caspasen nach Behandlung mit 17β-Estradiol in SUR1- und, exemplarisch für 
die NBF-Mutanten, in SUR1(R1379C) exprimierenden HEK293-Zellen bestimmt. Einen 
signifikanten Anstieg kann man bei der Aktivität von Caspase 3 (Abb.4A), welche als 
Effektor-Caspase eine Rolle als zentrales Schlüsselenzym in Apoptoseprozessen einnimmt, 
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nach Behandlung mit 100µM E2 für 24 h erkennen. Dies gilt sowohl beim Vergleich der E2 
behandelten Zellen zu den Lösungsmittel-Kontrollen als auch beim Vergleich von SUR1 zu 
SUR1(R1379C). Die Caspase 3 kann über die Initiator-Caspasen 8, 9 und 12 aktiviert 
werden. Einen deutlichen E2-induzierten Effekt zeigt die Caspase 9 in ihrer Aktivität, vor 
allem in Zellen welche SUR1(R1379C)  exprimieren (Abb.11C). Caspase 9 wird über die 
Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien aktiviert. Die untersuchten Caspasen 8 
und 12 zeigen in SUR1 oder SUR1(R1379C) exprimierenden Zellen keine Veränderung in 
ihrer Aktivität nach Behandlung mit E2. Da bei diesem Vergleich Caspase 3 und Caspase 9 
die prominentesten Veränderungen ihrer Aktivität zeigten, wurden diese Caspasen in Zellen 
welche Mutationen in den NBFs an den Positionen SUR1(K719R), SUR1(K1384M), 
SUR1(R1379C) oder SUR1(R1379L) aufweisen, vergleichend zu SUR1 exprimierenden 
Zellen näher untersucht (Abb.12). Es zeigt sich, dass alle untersuchten Mutanten eine 
signifikante Steigerung der Caspase 3 Aktivität nach Behandlung mit E2 im Vergleich zu 
SUR1 exprimierenden Zellen aufweisen. In allen NBF-Mutanten kam es zu einer 
signifikanten, E2-induzierten Steigerung der Caspase 9-Aktivität im Vergleich zu SUR1 
exprimierenden Zellen. 
 Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass in rekombinanten HEK293-Zellen nicht 
nur über die Parameter der Zellablösung und der veränderten Kernmorphologie, sondern 
auch über eine gesteigerte Aktivität der Caspasen 3 und 9 eine deutliche Steigerung der 
Apoptoserate in Zellen, die eine NBF-Mutation exprimieren (SUR1(K719R), SUR1(K1384M), 
SUR1(R1379C) und SUR1(R1379L)) im Vergleich zu SUR1 exprimierenden Zellen 
aufgezeigt werden kann. Dabei wird in den untersuchten Zellen das ausführende Enzym der 
Apoptose, die Caspase 3, vermutlich über den mitochondrialen Apoptosepfad (Caspase 9) 
aktiviert. Dies passt zu Ergebnissen aus der Arbeit von Frau Dr. Ackermann (Ackermann et 
al., 2009).  
Die NBFs stellen offensichtlich wesentliche strukturelle Elemente für die SUR1-vermittelte 
Apoptose dar. Die Frage, wieso die Apoptoserate in diesen Fällen erhöht ist, bleibt an dieser 
Stelle offen. Die untersuchten Mutationen liegen in den Walkerregionen der NBFs, welche 
charakteristisch für die NBFs von ABC-Proteinen sind und hochkonservierte Aminosäure- 
Sequenzbereiche, Motiv A und Motiv B, enthalten (Walker, 1982). Diese Motive spielen eine 
Rolle bei der Positionierung der Nukleotide, so interagiert das Lysin aus dem Motiv A mit 
dem βγ-Phosphat des ATP, während Motiv B den Adeninring des ATP bindet (Saraste M, 
1990; Walker, 1982). Die Bindung von MgATP beziehungsweise ATP an NBF1 und MgADP 
an NBF2 hat eine aktivierende Wirkung auf den Kanal (Matsuo et al., 2000; Ueda, 1999a). 
Die untersuchten Mutationen an Position 1379 liegen in dem Motiv A von NBF2. Wie von 
Ashcroft und deWet beschrieben führt diese Mutation zu einer Erhöhung der 
ATP-Hydrolyserate an NBF2, was einer Erhöhung der Wahrscheinlichkeit des Kanals in der 
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offenen Position und der damit einhergehenden Konformation entspricht (de Wet et al., 
2007b). Die von uns untersuchte Mutationen SUR1(K719R) liegt in Motiv A in NBF1 und  
SUR1(K1384M) korresponierend in NBF2, für beide wurde eine Senkung der 
ATP-Hydrolyserate und damit eine Erhöhung der Wahrscheinlichkeit des Kanals in 
geschlossener Position beschrieben (de Wet et al., 2007a). Anhand der Isoform SUR2B 
konnte gezeigt werden, das wenn das konservierte Lysin aus dem Walker A Motiv gegen 
Arginin ausgetauscht wird, fast alle MgATP-Effekte auf die Bindung von Kanalblocker GBC 
und Kanalöffner P1075 aufgehoben werden. Diese Mutation verhindert die Nukleotid-
induzierte Aktivierung (1.2.1) des Kanals indem der KATP-Kanal im prehydrolysierten Zustand 
gehalten wird (Amann et al., 2010). Erst kürzlich konnte anhand von ATP-Analoga 
nachgewiesen werden, dass bei SUR1 die Konformationsänderung durch die Dimerisierung 
der NBFs wahrscheinlich eine größere Rolle bei der KATP-Kanal-Aktivierung spielt als die 
enzymatische Aktivität (Ortiz et al., 2013). Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse deuten 
darauf hin, dass der erhöhte Verlust der Zellvitalität nach E2 Behandlung in den 
untersuchten SUR1-Mutanten nicht über die Hydrolyserate beeinflusst wird. Eventuell stellen 
Konformationsänderungen, ausgelöst durch die untersuchten Mutationen an den Positionen 
SUR1(K719R), SUR1(K1384M), SUR1(R1379C) und SUR1(R1379L) den eigentlichen 
Auslöser dar. Dazu passen die Ergebnisse von Chang et al., die zeigen dass SNARE-
Proteine in direktem Kontakt zu den NBFs des SUR1 stehen (Chang et al., 2011). Besonders 
Mutationen die das Lysin in den Walker A Regionen betreffen, nämlich SUR1(K719M) in 
NBF1 und SUR1(K1385M) in NBF2, führten zu einem Verlust der Bindung von SUR1 zu dem 
SNARE-Protein Syntaxin-1A (Chang et al., 2011). Syntaxin-1A bindet und inhibiert unter 
anderem KATP-Kanäle und spielt so eine Rolle in der Vermittlung der exozytotischen Fusion 
der Insulinvesikel (Cui et al., 2004; Pasyk et al., 2004). Es ist möglich dass die von mir 
untersuchten Mutationen in den Walkerregionen zu Konformationsänderungen in den NBFs 
führen, welche zu einem Verlust des Kontaktes zu Syntaxin-1A führt. Unter physiologischen 
Bedingungen wäre die Inhibition des KATP-Kanals damit von dem SNARE-Protein 
Syntaxin-1A und somit der Insulinvesikel-Exocytose entkoppelt. Es ist denkbar dass diese 
Entkopplung ein, noch unbekanntes, internes Signal für den Zelltod der betroffenen Zelle 
darstellt, welches direkt oder indirekt zur Ausschüttung von Cytochrom c an den 
Mitochondrien und damit zur Aktivierung von Caspase 9 führt. Ein mögliches Zell-internes 
Signal stellt Ca2+ dar, von dem bekannt ist, dass es von pankreatische β-Zellen als Reaktion 
auf einen Stimulus durch E2 in physiologischen Konzentrationen freigesetzt wird. Einer 
Hypothese nach, erfolgt die Vermittlung dieser E2-induzierten Reaktion dabei über einen 
nicht-klassischen membranständigen Estrogenrezeptor mit bisher ungeklärter 
physiologischer Rolle (Nadal et al., 2004). 
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6.1.1 Untersuchungen zum Einfluss von endogenen Estradiolrezeptoren 
(ER) auf die E2 induzierten, SUR1 vermittelten Apoptose  
E2 zeigt bereits bei Konzentrationen von 0,1 – 1,0 nM einen schnellen insulinotropen Effekt 
indem pankreatische KATP-Kanäle geblockt werden (Nadal, 1998). Ob E2 dabei direkt mit 
dem pankreatischen KATP-Kanal beziehungsweise seinen Untereinheiten interagiert oder mit 
einem bisher nicht näher charakterisierten nicht-klassischen Estrogenrezeptor, der über 
intrazelluläre Signalwege mit dem KATP-Kanal assoziiert ist, ist noch ungeklärt (Al-Majed, 
2005; Nadal, 1998; Ripoll et al., 2008; Ropero et al., 2006; Soria, 2004). 
Bindungsexperimente an Membranen von rekombinanten HEK293-Zellen aus unserer 
Arbeitsgruppe zeigen, dass E2 mit niedriger Affinität direkt mit dem SUR1 interagieren kann 
(Ackermann et al., 2009). In HEK293-Zellen sind die klassischen Rezeptoren ERα oder ERβ 
nicht, oder in einem kaum detektierbaren Maße nachgewiesen (Albanito et al., 2008; 
Gonzalez-Arenas et al., 2006; Kahlert et al., 2000; Tang et al., 2006). In der im Rahmen 
dieser Arbeit durchgeführten Mikrochiop-Genanalyse konnten keine Gene für ERα und ERβ, 
wohl aber für den nichtklassischen Estrogenrezeptor GPER in den verwendeten 
HEK293-Zellen nachgewiesen werden (siehe 5.6.3). Weiterhin konnte in einer Studie von 
Thomas et al. gezeigt werden, dass der nicht-Klassische ER GPR30 in HEK293-Zellen nicht 
vorkommt (Thomas et al., 2005). Eine mögliche Beteiligung der eventuell in HEK293-Zellen 
exprimierten endogenen ERs, kann über die entsprechenden Kontrollzellen erfasst werden. 
Da die in dieser Arbeit dargelegten Ergebnisse zeigen, dass in pcDNA-Kontrollzellen im 
Vergleich zu einer Behandlung mit Lösungsmittel eine Erhöhung der Apoptoserate nach 
Estradiolbehandlung erkennbar ist (Abb.: 8 und 10), wurden einzelne Versuche in einer 
anderen Zelllinien wiederholt, für welche eine messbare Expression von Estradiolrezeptoren 
nachgewiesen ist. Im Rahmen dieser Arbeit wurden dafür MCF7-Zellen ausgewählt. Dies 
sind immortalisierte, ursprünglich epitheliale Zellen der Brustdrüse, welche 
Estrogenrezeptoren exprimieren (Brooks S.C.; Locke, 1973). Bei den Estrogenrezeptoren in 
den MCF7-Zellen handelt es sich um ERα und ERβ, wobei ERα in den Zellen in einer 
450fachen Menge zu ERβ vorliegt (Effenberger, 2004; Maggiolini, 2001).  
Als möglicher apoptotischer Indikator wurde der Verlust der Vitalität über die Zellablösung 
von adhärent wachsenden, ER positiven MCF7-Zellen nach Behandlung mit E2 betrachtet. 
Dazu wurde die Zellzahl im Überstand mittels Casy-Zellzählgerät nach unterschiedlichen 
Inkubationszeiten ermittelt. In den Versuchen wurden stabil transfizierte MCF7-Zellen 
eingesetzt. Transfiziert wurden die Zellen mit dem Vektor pcDNA3.1 alleine 
(pcDNA-Kontrollzellen) oder entsprechend mit dem Vektor pcDNA3.1 mit einer Insertion der 
cDNA für SUR1 oder der Mutante SUR1(R1379C). 
Nach einer Behandlung mit 100µM E2 für 24h zeigen MCF7-Zellen, welche einen 
endogenen Estradiol-Rezeptor besitzen, keinen Unterschied in Bezug auf die Zellablösung. 
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Mit der Zeit (36h, 48h) steigt der Anteil an apoptotischen Zellen in E2 behandelten Zellen im 
Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle (siehe 5.2.1). Einen Unterschied zwischen den 
SUR1-exprimierenden Zellen und den SUR1(R1379C)-exprimierenden MCF7-Zellen bzw. 
den pcDNA-Kontrollzellen ist jedoch bei dieser Konzentration nicht erkennbar. Dies würde 
nicht für einen SUR1 vermittelten Effekt nach Behandlung mit E2 in MCF7-Zellen sprechen. 
Kritisch anzumerken ist bei diesen Versuchen, dass eine Überprüfung der erfolgreichen 
Transfektion von MCF7-Zellen lediglich für die Transfektion mit dem Vektor pcDNA3.1 mit 
einer Insertion der cDNA für SUR1, nicht aber für die Mutante durchgeführt wurde. Zur 
Überprüfung der Transfektion wurden einmal Bindungsstudien an MCF7-Zellen durchgeführt 
um die spezifische Bindung an SUR1 zu ermitteln. Diese Versuche zeigen lediglich eine 
schwache Expression von SUR1 in MCF7-Zellen. Des Weiteren wurde eine RT-PCR-
Analyse durchgeführt, welche den SUR1 in MCF7 Zellen deutlicher anzeigt, aber auch 
unspezifische banden erkennen lässt (siehe 5.2.1). Daher können diese Versuchsreihen 
lediglich als erste Testversuche angesehen werden. 
Ergänzend wurden Zellen untersucht, welche die typischen Charakteristika einer nativen β-
Zelle zeigen (siehe 4.1.3.3.2), die INS1-E-Zellen. Da die Insulinauschüttung in diesen Zellen 
durch Diazoxid gehemmt werden konnte, geht man davon aus, dass der pankreatische 
KATP-Kanal bei der Freisetzung der Insulinvesikel beteiligt ist (Asfari, 1992). Entsprechend 
der β-Zellen, weisen die INS1-E-Zellen sowohl die zytoplasmatischen Estrogenrezeptoren 
ERα und ERβ als auch den membranständigen Estrogenrezeptor GPER auf (Tiano and 
Mauvais-Jarvis, 2012). In INS-E-Zellen, welche aus einem Ratten-Insulinoma generiert 
wurden, konnte ebenfalls ein Unterschied in Bezug auf den Verlust der Zelladhärenz 
zwischen Lösungsmittelkontrolle und E2-Behandlung gezeigt werden (Abb. 17).  
Ein gesteigerter Verlust der Zelladhärenz konnte in rekombinanten HEK293-Zellen (Abb.8), 
rekombinanten MCF7-Zellen (Abb.16) und untransfizierten INS1-E-Zellen (Abb.17) nach 
Behandlung mit 100 µM E2 festgestellt werden. Diese Ergebnisse lassen nicht ausschließen, 
dass HEK293-Zellen eine schwache Expression von Estrogenrezeptoren aufweisen, oder 
dass es zu intrazellulären Interaktionen zwischen dem SUR1 und klassischen 
beziehungsweise nicht-klassischen ER’s kommt. Dies wird auch in der Literatur diskutiert 
(Nadal, 1998; Ropero et al., 2006; Soria, 2004). Dennoch ist zu beachten, das auch der 
SUR1, wenn auch mit geringer Affinität, mit E2 direkt interagieren kann (Ackermann et al., 
2009) und so eventuell selbst als nicht-klassischer Estrogenrezeptor betrachtet werden 
könnte. Eine weitere Erklärung für  die in dieser Arbeit dargelegten Ergebnisse, welche eine 
leichte Erhöhung der Apoptoserate auch in pcDNA-Kontrollzellen nach Estradiolbehandlung 
im Vergleich zu einer Behandlung mit Lösungsmittel zeigen (Abb.: 8 und 10), ist 
möglicherweise das Vorkommen endogener ABC-Proteine. In der im Rahmen dieser Arbeit 
durchgeführten Mikrochiop-Genanalyse konnte gezeigt werden, dass aus allen Subfamilien 
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der ABC-Proteine (A-G) Gene in den verwendeten HEK293-Zellen vorhanden sind. 
Besonders zu Berücksichtigen sind hierbei die Vertreter der ABCB-Familie, welche das 
Multidrug-Resistance Protein kodieren, oder die Vertreter aus der ABCC-Familie, zu welcher 
auch der SUR1 zählt (Dean, 2013). 
6.1.2 Untersuchung der E2-Sensitivität von Zellen, welche die 
analysierten SUR1-Mutanten exprimieren  
Den Experimenten mit Zellen welche die SUR1-Mutanten exprimieren vorausgehend, wurde 
die Sensitivität gegenüber E2 zunächst an den, in vielen Eigenschaften, den nativen β-Zellen 
ähnlichen (siehe 4.1.3.3.2), INS1-E-Zellen getestet. Dazu wurden die Zellen mit 
unterschiedlichen Konzentrationen an E2 behandelt, und nach 24h Inkubationszeit die 
Zellzahl im Überstand bestimmt (Abb. 9). Diese Zellen zeigen keine signifikante Erhöhung 
der Zellablösung in einem Konzentrationsbereich von 0,01 – 30 µM E2, wobei eine Tendenz 
zur vermehrten Ablösung bei 30 µM erkennbar ist. Bei den Konzentrationen höher 30 µM, ist 
ein sprunghafter Anstieg der Zellablösung zu beobachten. Zellen, die mit 60, 90 oder 100 µM 
E2 behandelt wurden zeigen eine signifikant gesteigerte Rate der Zellablösung im Vergleich 
zu den Lösungsmittelkontrollen. Diese Zellen, welche sowohl den pankreatischen 
KATP-Kanal, bestehend aus SUR1 und Kir6.2, als auch endogene Estrogenrezeptoren 
enthalten (Asfari, 1992; Tiano and Mauvais-Jarvis, 2012), zeigen im Vergleich zu 
HEK293-Zellen eine viel höhere Sensitivität.  Ob dies jedoch über die endogenen ERs der 
INS1-E-Zellen vermittelt wird oder möglicherweise über den endogenen SUR1 bleibt an 
dieser Stelle offen. Es ist zu beachten, dass die Inkubationszeit eine wesentliche Rolle spielt. 
In rekombinanten HEK293-Zellen konnte bei einer Inkubationszeit von 4d bereits ein 
signifikanter Effekt nach einer Behandlung mit 1 µM E2 in SUR1 exprimierenden Zellen 
vergleichend zu pcDNA-Kontrollzellen gezeigt werden. Während isolierte Langerhans-Inseln 
behandelt mit 0,01 µM E2 bereits deutliche apoptotische Effekte nach 72h zeigen 
(Ackermann et al., 2009). Dies verdeutlicht die Unterschiede bezüglich der Sensitivität 
zwischen β-Zellen im nativen Zustand, welche noch im physiologischen Zellverband sind, 
und immortalisierten bzw. rekombinanten Zellsystemen die nicht mehr in einem 3 
Dimensionalen Zellverband vorliegen.  Weiterhin kann nicht ausgeschlossen werden, dass 
die höhere Sensitivität von INS1-E-Zellen gegenüber E2 im direkten Vergleich zu 
rekombinanten HEK293-Zellen nicht über interne vollständige KATP-Kanäle, bestehend aus 
SUR1 und Kir6.2, vermittelt wird. Auch könnte die Überexpression des SUR1 in den 
HEK293-Zellen zu der verminderten Sensitivität in HEK293-Zellen führen. 
Im Anschluss wurde die Konzentrationsabhängigkeit der Apoptoseinduktion nach 
Behandlung mit E2 durch die Expression der SUR1 Mutanten SUR1(K719R), 
SUR1(K1384M), SUR1(R1379C) und SUR1(R1379L) in stabil transfizierten HEK293-Zellen 
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analysiert (Abb. 19). Als apoptotischer Parameter wurde in diesen Experimenten die 
veränderte Kernmorphologie zu untersucht.  
Dabei unterscheiden sich SUR1 exprimierende Zellen ab einer Konzentration von 50 µM 
signifikant von den pcDNA-Kontrollzellen. Dies trifft ebenfalls auf die untersuchten SUR1-
Mutanten SUR1(K1384M), SUR1(R1379C) und SUR1(R1379L) zu. In den Zellen die 
SUR1(R1379L) exprimieren ist ein signifikanter Unterschied zu den Kontrollzellen zusätzlich 
bei einer Konzentration von 5 µM E2 zu erkennen. Kein signifikanter Unterschied zur 
Kontrolle ist in dem getesteten Konzentrationsbereich von 0,1-50 µM bei SUR1(K719R) 
erkennbar. Keine der SUR1-Mutanten zeigt in dieser Untersuchung einen deutlichen 
Unterschied zu dem nativen SUR1.  
Zusammenfasend zeigen sowohl INS1-E-Zellen, als auch für SUR1 oder die untersuchten 
SUR1-Mutanten rekombinanten HEK293-Zellen, einen gesteigerten apoptotischen Effekt 
nach Behandlung mit 30 µM E2. Die signifikante Erhöhung im rekombinanten Zellsystem bei 
50 µM E2-Behandlung im Vergleich zu den pcDNA-Kontrollzellen zeigen Zellen, die SUR1 
exprimieren im selben Ausmaß wie Zellen, welche die Mutationen SUR1(K719R), 
SUR1(K1384M), SUR1(R1379C) und SUR1(R1379L) exprimieren. Das bedeutet, dass die 
erhöhte Sensitivität der HEK293-Zellen welche eine der untersuchten NBF-Mutanten 
exprimieren (Abb. 1, 3 und 5) gegenüber E2 erst bei höheren Konzentrationen (>50 µM) 
erkennbar wird.  
6.2 Untersuchungen zum Einfluss von Estrogenrezeptor-
Modulatoren auf die SUR1 vermittelten Verluste der Zellvitalität 
nach Behandlung mit E2 
SUR1 sowie SUR1(K719R), SUR1(K1384M), SUR1(R1379C) und SUR1(R1379L) 
exprimierende HEK293-Zellen wurden mit verschiedenen Substanzen, die bisher als 
Selektive Estrogenrezeptor-Modulatoren (SERMs) oder Selektiver Estrogenrezeptor Down-
Regulatoren (SERDs) bekannt sind (Cuzick et al., 2013; Wardell et al., 2011), behandelt, um 
den Effekt der SERDs auf die Zellvitalität mit dem Effekt von E2 vergleichen zu können. Da 
bei der Untersuchung des Parameters der Zellablösung kein Unterschied festgestellt werden 
konnte, wurde  an dieser Stelle die Zellvitalität der bereits im Überstand befindlichen Zellen 
näher analysiert. 
6.2.1 Analyse der Wirkung einer kombinierten Behandlung von 
Tamoxifen und E2 auf rekombinante HEK293-Zellen und isolierte 
Langerhans-Inseln  
Zunächst wurde der Effekt unterschiedlicher Tamoxifenkonzentrationen auf die Zelladhärenz, 
von SUR1 exprimierende HEK293-Zellen untersucht (Abb.20). Als Vergleich wurden 
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pcDNA-Kontrollzellen, sowie Zellen die SUR1 exprimieren und mit E2 behandelt wurden, 
analysiert. Bei eingesetzten Tamoxifen-Konzentrationen von 1 µM, 5 µM und 10 µM konnte 
kein signifikanter Unterschied im Vergleich zu  den entsprechenden Zellen, die mit 
Lösungsmittel inkubiert wurden, festgestellt werden. In diesem Konzentrationsbereich lag die 
Anzahl an Zellen im Überstand deutlich unter der von Zellen nach einer Behandlung mit E2. 
Alle eingesetzten Konzentrationen über 15 µM zeigen im Vergleich zur 
Lösungsmittelkontrolle eine signifikant erhöhte Zellzahl im Überstand auf. Allerdings sind ab 
einer Konzentration von 15 µM Tamoxifen nach 24h alle Zellen einer Schale abgetötet. 
Ergänzend wurde die Wirkung von Tamoxifen in Kombination mit E2 auf die SUR1 und 
SUR1-Mutationen exprimierenden HEK293-Zellen untersucht (Abb.21). Dazu wurde die 
vielfach auch in anderen Studien eingesetzte Konzentration von 10 µM Tamoxifen 
verwendet. So zum Beispiel bei der Untersuchung zu Tamoxifen indzuiertem oxidativen 
Stress und mitochondrialer Apoptose (Nazarewicz et al., 2007) oder bei der Analyse des 
Effektes biologisch aktiver Metabolite von Tamoxifen (Reddel, 1983).Tamoxifen alleine zeigt 
in den HEK293-Zellen bei einer Konzentration von 10 µM keine Wirkung auf die 
Zelladhärenz. Wie bereits in vorausgegangenen Versuchen dieser Arbeit, ist nach 24h eine 
signifikant erhöhte Zellzahl im Überstand nach einer Behandlung mit 100 µM E2 in Bezug auf 
die Lösungsmittel-Kontrolle zu messen. Weiterhin ist im Vergleich zu den für 24h mit E2 
behandelten pcDNA-Kontrollzellen erkennbar, dass bei allen Zellen, die mit einer 
Kombination von E2 und Tamoxifen behandelt wurden, die Rate an abgelösten Zellen 
nochmals signifikant gesteigert werden konnte. Dieser deutliche Anstieg des 
Adhärenzverlustes nach der kombinierten Behandlung im Vergleich zu E2 behandelten 
Zellen konnte in allen untersuchten Zelltypen, welche pcDNA, SUR1, SUR1(K719R), 
SUR1(K1384M), SUR1(R1379C) oder SUR1(R1379L) exprimieren, festgestellt werden. 
Demnach ist davon auszugehen, dass Tamoxifen in diesem Fall nicht als Antagonist, 
sondern als Agonist wirkt. Eine gewebeabhängige unterschiedliche Wirkungsweise von 
Tamoxifen ist durchaus bekannt (Fisher, 1998). Aus diesem Grund müssen bei einer 
Therapie mit Tamoxifen von Mammakarzinomen aufgrund der agonistischen Wirkung auf 
das Endometrium hier regelmäßige Kontrollen durchgeführt werden (Fisher, 1998; Schmidt, 
2006). Eine agonistische Wirkung von Tamoxifen ist bekannt in Geweben, in welchen vor 
allem  ERα exprimiert wird, während eine antagonistische Wirkung von Tamoxifen über ERβ 
vermittelt wird (Katzenellenbogen, 2000; Tremblay, 1997).  
Die Wirkung von Tamoxifen wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit zusätzlich an 
isolierten pankreatischen Langerhans-Inseln untersucht (Abb.22). Betrachtet man den 
prozentualen Anteil an apoptotischen Nuklei in isolierten Langerhans-Inseln nach 72h 
Inkubation, sieht man eine signifikante Erhöhung der Apoptoserate nach Behandlung mit 
100 µM E2 im Vergleich zu Lösungsmittel behandelten Langerhans-Inseln. Tendenziell ist 
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auch ein erhöhter Effekt im Vergleich zu Lösungsmittel behandelten Langerhans-Inseln nach 
der Behandlung mit 5 µM TAM erkennbar, auch wenn dieser Effekt statistisch nicht 
signifikant ist. Die größte apoptotische Wirkung zeigt hier, wie in den Versuchen in 
rekombinanten Zellsystemen (Abb.21), eine kombinierte Behandlung von E2  und TAM. 
Auffallend ist, dass in den isolierten Langerhans-Inseln 5 µM TAM eine deutlich stärkere 
Wirkung zeigt als in den HEK293-Zellen nach Behandlung mit 10 µM Tam, besonders in 
Bezug auf die Wirkung von 100 µM E2. Diese erhöhte Sensitivität des physiologischen 
Zellverbandes der Langerhans-Inseln gegenüber der rekombinanten HEK293-Zellen nach 
Behandlung mit Tamoxifen kann eventuell auf die endogenen ERs der Langerhans-Inseln 
Zurückgeführt werden. In Langerhans-Inseln sind ERα, ERβ und GPR30 nachgewiesen 
(Tiano and Mauvais-Jarvis, 2012), in HEK293-Zellen nicht (siehe 6.1.1). Es wurde bereits 
gezeigt, dass zweidimensionale Zellkulturen anders auf E2 Behandlung reagieren als 
physiologische bzw. dreidimensionale Zellverbände und die Interaktion mit der 
Extrazellulären Matrix  eine Rolle spielt (Zhang et al., 2009). Es wäre also auch möglich, 
dass die erhöhte Sensitivität der Langerhans-Inseln auf die dreidimensionale Struktur der 
Inseln und dadurch bedingte Zell-Zell Interaktionen zurückzuführen ist. Es ist weiterhin zu 
beachten, dass in den isolierten Langerhans-Inseln der komplette KATP-Kanal vorliegt (Weir 
and Bonner-Weir, 2013) während in den untersuchten HEK293-Zellen lediglich die 
regulatorische Untereinheit des Kanals, der SUR1, überexprimiert wird. Dadurch wäre es 
auch denkbar, dass in den Langerhans-Inseln eine komplette Signalkaskade über die 
Kanalaktivität selbst ausgelöst wird, und nicht nur die  mögliche TAM induzierte 
Konformationsänderung des SUR1 zu dem beobachteten Effekt beiträgt. 
Im Vergleich zu dem apoptotischen Effekt von E2 zeigt Tamoxifen, in unseren Versuchen mit 
rekombinanten HEK293-Zellen die SUR1, SUR1(K719R), SUR1(K1384M), SUR1(R1379C)  
oder SUR1(R1379L) exprimieren , erst dann einen gesteigerten Verlust der Zellvitalität wenn 
die Substanz in einer Konzentration von 10 µM in Kombination mit E2 gegeben wird. Dabei 
zeigen die Zellen welche SUR1(K719R), SUR1(K1384M), SUR1(R1379C)  oder 
SUR1(R1379L) exprimieren, entsprechend der Versuche mit E2, einen stärkeren Verlust der 
Zelladhärenz im Vergleich zu SUR1 exprimierenden Zellen. Eventuell führen die Mutationen 
in SUR1 zu einer Konformationsänderung welche die Bindung von E2 und Tam am SUR1 
oder interagierenden Proteinen beeinflussen und zu diesem Effekt führen. Wie in der 
Arbeitsgruppe bereits vorausgehend gezeigt, kann E2 mit geringer Affinität an den SUR1 
binden (Ackermann et al., 2009), die genaue Bindestelle ist jedoch noch nicht bekannt. Es 
gibt jedoch Hinweise darauf, dass  das die Bindestelle für E2 in der TMD2 des SUR1 im 
Bereich der Blocker- und Öffner- Bindestellen liegen könnte. So kann GBC durch E2 von der 
Bindestelle am SUR1 verdrängt werden, die Mutation SUR1(M1289T) im Bereich der Öffner-
Bindestelle beeinflusst jedoch ebenfalls die erreichte Verdrängung von GBC (Ackermann et 
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al., 2009). Aus Untersuchungen mit dem phyto-Estrogens Resveratrol ergeben sich Hinweise 
darauf, das sich die Bindestelle von Resveratrol am SUR1 zumindest teilweise mit der 
Bindestelle von Glibenclamid überschneidet (Hambrock et al., 2007).  Es ist darum auch 
denkbar, das E2 und Tam an unterschiedlichen Stellen in der TMD2 des SUR1 binden, und 
damit eine Konformation stabilisieren, welche zur Einleitung der Apoptose führen kann. 
Eventuell begünstigen die Mutationen in den NBFs diese Situation. In dieser Arbeit wurde 
unter 6.1.1 diskutiert, dass der Einfluss von endogenen Estrogenrezeptoren nicht 
ausgeschlossen werden kann und GPER in den verwendeten HEK293-Zellen nachgewiesen 
werden konnte. Es ist nicht auszuschließen, dass dieser Estrogenrezeptor selbst auch ein 
Effekt ausübt. Ein Indiz hierfür kann die gemessene Tamoxifenwirkung in den 
pcDNA-Kontrollzellen sein, welche dem Effekt von Tamoxifen auf SUR1-exprimierenden 
Zellen entspricht. Dass die untersuchten Mutanten zu einem Verlust der Interaktion des 
SUR1 mit den membranständigen SNARE Proteinen führen können, wurde bereits unter 6.1 
diskutiert. Weiterhin wurde an Untersuchungen in β-Zellen nachgewiesen, dass es durch 
diesen Verlust der Interaktion zu einer gestörten Exocytose von Insulinvesikeln kommen 
kann (Zhu et al., 2013). Die Glukose induzierte Insulinausschüttung kann über KATP-Kanal 
abhängige und unabhängige Wege erfolgen. Einer Hypothese nach sind daran, besonders 
zur Verstärkung des Ca2+-Signals, weitere, bisher nicht näher charakterisierte, 
Kanäle/Strukturen beteiligt (Henquin, 2011). 
6.2.2 Untersuchung des Effektes von Fulvestrant in Kombination mit E2 
auf rekombinanten HEK293-Zellen  
Ein bekannter strikter ER Antagonist ist Fulvestrant (ICI 182,780). Fulvestrant (Fv) wird als 
Selektiver Estrogenrezeptor Down-Regulator (SERD) beschrieben, kann jedoch auch an der 
Degradation von ER’s beteiligt sein (Wakeling, 1991; Wardell et al., 2011). Fv galt bislang als 
reiner Östrogenrezeptorantagonist, in jüngster Zeit konnte jedoch eine agonistische Wirkung 
von Fv über nicht-klassische Rezeptoren nachgewiesen werden (Filardo and Thomas, 2005; 
Wehling et al., 2006). In Versuchen mit rekombinanten HEK293-Zellen, welche für 24h, mit 
Fv und E2 in Kombination inkubiert wurden, zeigt sich eine Reduktion der Zellablösungsrate 
(Abb.23). In diesen Versuchen ist deutlich erkennbar, dass Fv, obwohl bei einer 
Konzentration 10 µM keine Wirkung sichtbar ist, in Kombination mit Estradiol den Effekt auf 
die Zellablösung von E2 senkt. Dies ist bei allen untersuchten Mutanten deutlich zu 
erkennen, auch wenn der Effekt in den einzelnen Versuchsansätzen unterschiedlich stark 
ausgeprägt ist. Die Wirkung der eingesetzten Konzentration von 10 µM an Fulvestrant alleine 
liegt auf der Höhe der eingesetzten, zweifachen Lösungsmittelkontrolle. Im Vergleich zu den 
mit 100 µM E2 behandelten Zellen sinkt die Apoptoserate bei der kombinierten Behandlung 
mit E2 und Fv bei pcDNA-Kontrollzellen um 16%, bei SUR1 transfizierten Zellen um 21%, bei 
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den Zellen, die die ATP-Hydrolyserate senkenden SUR1 Mutationen exprimieren 
(SUR1(K719R), SUR1(K1384M)) jeweils um 42%, bei den ATP-Hydrolyserate steigernden 
Mutationen für SUR1(R1379C) um 50% und für SUR1(R1379L) um 47% (Tabelle 11). 
Zusammenfassend kann davon ausgegangen werden, das Fulvestrant, auf die von uns 
untersuchten rekombinanten HEK293-Zellen, einen schützenden Effekt in Bezug auf den E2 
induzierten Vitalitätsverlust ausübt. Demnach zeigt Fulvestrant, in den in dieser Arbeit 
durchgeführten Versuchen, eine antagonistische Wirkung auf die E2-induzierten Effekt und 
steht damit der gezeigten agonistischen Wirkung von Tamoxifen gegenüber. Ein schützender 
Effekt von Fv kann auch in Abwesenheit von SUR1 beobachtet werden, wie die Wirkung auf 
pcDNA-Kontrollzellen zeigt, kann durch die Anwesenheit von SUR1 oder eine der 
untersuchten SUR1-Mutanten aber offenbar verstäkt werden. 
 
6.2.3 Untersuchungen eines Effektes der Behandlung mit Estradiol, 
Tamoxifen oder Fulvestrant auf die Zellvitalität von MCF7-Zellen  
Bei den Untersuchungen zum Ausmaß der Zellablösungsrate konnte nach 24h Behandlung 
mit E2 kein SUR1-spezifischer Effekt im Vergleich zur Lösungsmittel-Kontrolle in stabil 
transfizierten MCF7-Zellen nachgewiesen werden (siehe dazu 6.1.1). Darum wurde in 
weiteren Versuchen die Vitalität der vom Schalenboden abgelösten MCF7-Zellen näher 
untersucht (Abb. 24). In allen vorangegangenen Untersuchungen an HEK293-Zellen wurden 
100 µM E2 eingesetzt, da vorhergehende Untersuchungen der Arbeitsgruppe gezeigt haben, 
dass immortalisierte Zellen weniger sensitiv auf E2 reagieren als physiologische 
Zellverbände (Ackermann et al., 2009). Weiterhin um die Vergleichbarkeit mit 
Literaturangaben und vorausgegangenen Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe mit 
Resveratrol und Glibenclamid zu erhalten, aber auch um eine kürzere Inkubationszeit für die 
angesetzten Versuchsreihen zu erreichen. Bei diesen Versuchen in MCF7-Zellen wurde E2 
vergleichend mit Fv und TAM analysiert. Unter Kontrollbedingungen beträgt der Anteil vitaler 
Zellen 91-95%. Es gibt keine signifikanten Unterschiede zwischen den mit Lösungsmittel 
behandelten Zellen untereinander. Ebenso wenig unterscheiden sich die Gruppen 
untereinander signifikant nach E2, Fv oder TAM-Behandlung mit jeweils 100 µM. Die 
Behandlung mit E2 führt zu einem leichten Rückgang an vitalen Zellen auf 84-87%. 
Tendenziell senkt auch eine Behandlung mit Fulvestrant die Vitalität der Zellen. Signifikant 
unterschiedlich sind jedoch die Lösungsmittelkontrollen (DE), bzw. die E2 behandelten 
Zellen einer Gruppe, im Vergleich zu den mit Tamoxifen behandelten Zellen. Nach einer 
Behandlung mit Tamoxifen liegt die Zellvitalität noch bei 41-47%. Damit zeigt der 
Estrogenrezeptormodulator Tamoxifen eine um ca. 50% stärkere Wirkung auf den Parameter 
der Zellvitalität als Estradiol selbst, bei einer eingesetzten Konzentration von jeweils 100 µM. 
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Da sich abgelöste MCF7-Zellen welche SUR1 exprimieren, pcDNA-Kontrollzellen und 
untransfizierte MCF7-Zellen in Ihrer Zellvitalität nicht unterscheiden, könnte angenommen 
werden, dass der Effekt von TAM in diesen Zellen nicht über den SUR1 vermittelt wird. 
Dabei gilt es unbedingt zu beachten, dass die Überprüfung der erfolgreichen Transfektion 
der MCF7-Zellen mit SUR1 nur bedingt aussagekräftig ist (siehe 5.2.1und 6.1.1). Ob die 
verminderte Zellvitalität der MCF7-Zellen nach Behandlung mit Tamoxifen über endogen 
vorkommenden ERs oder andere Proteine vermittelt wird, bleibt offen. 
6.3 Untersuchungen zur möglichen Interaktion von Tamoxifen mit 
SUR1 
Um eine mögliche direkte Interaktion des ER-Modulators Tamoxifen mit der SUR1 
Untereinheit zu untersuchen, wurden Radioligandenbindungsstudien in Form von 
heterologen Kompetitionsversuchen durchgeführt (siehe Kapitel 4.4). Als Radioligand wurde 
dabei Tritium (3H) markiertes Glibenclamid eingesetzt, welches in Anwesenheit von MgATP 
(siehe 4.4.3) mit zunehmenden Konzentrationen an unmarkiertem Inhibitor (Tamoxifen) von 
der spezifischen Bindungsstelle am SUR1 verdrängt wurde. 
Deutlich zu sehen ist der Unterschied in der erreichten spezifischen Bindung von 3H-GBC 
zwischen untersuchten Membranen von pcDNA-Kontrollzellen und von SUR1 
exprimierenden Zellen. Das Ausmaß der gemessenen spezifischen Bindung an Membranen 
der Kontrollzellen entspricht der ermittelten nichtspezifischen Bindung (siehe 5.5 Abb.25). Da 
die pcDNA-Kontrollzellen kein SUR1 enthalten, wurde an diesen Membranen auch keine 
spezifische Bindung von GBC an SUR1 und Verdrängung durch Tamoxifen erwartet. 
Dennoch konnte bei eingesetzten Konzentrationen ab 30 µM TAM ein Anstieg der 
spezifischen Bindung von 3H-GBC sowohl bei den Kontrollzellen als auch bei SUR1-
exprimierenden Zellen gemessen werden. Dieser Effekt, einer Ansteigenden spezifischen 
Bindung von 3H-GBC ab einer bestimmten Konzentration des Verdrängers, ist aus den 
Untersuchungen zur Bindung des Kanalöffners Diazoxid, bei höheren Konzentrationen, an 
den SUR1 bekannt (Hambrock, 2004). Es ist möglich, dass endogen vorkommende 
Proteinstrukturen existieren, bei welchen durch die hohe Konzentration an Tamoxifen (> 30 
µM) eine Bindung des radioaktiv markierten Liganden induziert werden kann. Diese Bindung 
bei Tamoxifenkonzentrationen höher als 30 µM  ist nicht spezifisch für SUR1, da dieses 
Phänomen auch in pcDNA-Kontrollzellen aufgetreten ist. Welche Proteine oder 
Proteinkomplexe an dieser, durch hohe Konzentrationen des Inhibotors, induzierten Bindung 
beteiligt sein könnten, bleibt hier offen. In den folgenden Auswertungen wurden die höheren 
Konzentrationen nicht berücksichtigt.  
Um die Einzelversuche einer Meßreiehe aber auch verschiedene Meßreihen untereinander 
besser miteinander vergleichen zu können, wurden die einzelnen Messpunkte normiert, 
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indem die BS –Werte in % angegeben werden. Hier entspricht Btot dem Wert bei 100 %. In 
den heterologen Kompetitionsversuchen mit Tamoxifen wurde eine Konzentrationsreihe von 
1 nM-30 µM als Verdränger eingesetzt. Es konnte eine Verdrängung um 83,0 ± 1,6 % 
erreicht werden (siehe Abb. 25 und 26). Auch mit darüber hinaus gehenden Konzentrationen 
an Tamoxifen konnte keine weitere Verdrängung erreicht werden (siehe Abb.25). Über das 
Programm SigmaPlot wurde eine bestmögliche Näherungskurve unter Vorgabe der 
Gleichung 20 (siehe 4.4.5) ermittelt, dabei ergaben sich ein Hill-Koeffizient von 1,9 ± 0,3 und 
ein IC50-Wert von 7,4 ± 1,6 µM. Ein Hill-Koeffizient von 1,9 würde für eine positive 
Kooperativität in der Molekül-Bindung sprechen, da jedoch von den 7 Einzelversuchen die 
meisten der ermittelten Hillkoeffizienten bei 1,2 ± 0,02  lagen, wurde in der weiteren 
Auswertung  der Berrechnungen ein monophasisches Bindeverhalten zugrunde gelegt.  
Legt man einen KD-Wert von 3,1 nM, welcher in früheren Untersuchungen im Rahmen einer 
homologen Verdrängung der Bindung von 3H-GBC durch GBC  an SUR1 ermittelt wurde 
(Hambrock, 2004), für die Berechnung des Ki-Wertes von Tamoxifen zugrunde, erhält man 
einen  Ki-Wert von 6,1µM. Diese Ergebnisse liefern Hinweise darauf, dass Tamoxifen unter 
Annahme einer monophasischen Bindung, direkt mit dem SUR1 interagieren kann. Im 
Vergleich dazu ist die in früheren Untersuchungen der Arbeitsgruppe ermittelte Affinität von 
SUR1 zu E2 und die Amplitude der Verdrängung (E2 Ki-Wert = 81,4±26,3 µM, A = 55,1 ± 
11,2 % (Ackermann et al., 2009)) geringer. In verschiedenen Publikationen wurde diskutiert 
ob E2 direkt mit dem KATP-Kanal interagiert (Al-Majed, 2005), oder über einen bisher 
unidentifizierten nicht-klassischen Estrogenrezeptor wirkt, welcher mit dem KATP-Kanal direkt 
oder indirekt interagiert (Nadal, 1998; Ropero et al., 2006; Soria, 2004). Die Ergebnisse 
unserer Arbeitsgruppe, dass der SUR1 direkt mit E2 interagieren kann (Ackermann et al., 
2009) und auch, wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt, der Estrogenrezeptor-Modulator 
Tamoxifen mit SUR1 direkt interagieren kann, können als Hinweise betrachtet werden, dass 
der SUR1 eventuell als Kandidat für ein nicht-klassischen Estrogenrezeptor, mit allerdings 
sehr geringer Affinität für E2, wirkt und neben der Insulinausschüttung weitere Effekte in der 
Zelle auslösen kann. Weiterhin muss diskutiert werden ob die Bindung der 
Selektiven-Estrogen-Rezeptor-Modulatoren (SERMs), wie beispielsweise Tamoxifen, an die 
Estrogenrezeptoren tatsächlich so spezifisch ist wie bisher angenommen. 
6.4 Untersuchung zur Beeinflussung der Expression bestimmter 
Gene in HEK293-Zellen durch die Expression von SUR1 oder 
SUR1(R1379C)  
Um zu überprüfen, ob der apoptotische Effekt, ausgelöst durch E2, über eine Veränderung 
auf der Ebene der Genregulation hervorgerufen wird, wurden die Proben nach 8h Inkubation 
aufgearbeitet und anschleißend Genexpressionsanalysen anhand eines Agilent Whole 
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Genome Oligo Microarray der Firma Miltenyi Biotec durchgeführt.  Die Inkubationszeit wurde 
in Vorversuchen ermittelt und entspricht dem Zeitraum, nach welchem erste Veränderungen 
der Zellen, wie das Abrunden der adhärenten Zellen und erste Zellen im Überstand, 
mikroskopisch erfasst wurden. Das bedeutet Änderungen auf der Ebene der Genregulation 
sollten bereits stattgefunden haben, da Anzeichen apoptotischer Parameter in mit E2 
behandelten Zellen festgestellt werden konnte, nicht jedoch in den Lösungsmittelkontrollen.  
Durch die Firma Miltenyi Biotec erfolgte nach einer Pre-Prozessierung und Normalisierung 
der Daten auf die logarithmischen Intensitäten (log2) eine diskriminatorische Gen Analyse 
(DGA). Um eventuelle biologisch bedeutungsvolle Expressionsveränderungen beschreiben 
zu können, wurde dabei eine Kombination aus Signifikanz und dem Maßstab der x-fachen 
Vergrößerung bzw. Verkleinerung (fold-change) verwendet. Als Basiswerte wurden die 
Werte der pcDNA-Kontrollzellen, behandelt mit dem entsprechenden Lösungsmittel, 
verwendet.  
6.4.1 Analyse der E2 induzierten Expressionsveränderungen in den 
untersuchten Zellen 
Zunächst wurde in allen drei untersuchten Zelllinien (HEK293-Zellen die pcDNA, SUR1 oder 
SUR1(R1379C) exprimieren) untersucht, welche Gene durch Behandlung mit E2 reguliert 
werden. Bezogen wurde die Regulation jeweils auf die entsprechende Probe inkubiert mit 
Lösungsmittel. Dazu wurden die normalisierten Intensitäten einmal einem Signifikanztest 
innerhalb der Gruppe unterzogen, und ergänzend ein Test zu den mittleren 
Expressionsunterschieden zwischen den zwei Gruppen (Behandlung mit E2 oder Lsgm.) 
durchgeführt.  
Allein die Anzahl der in der Expression veränderten Gene lässt darauf schließen, dass eine 
Regulation durch E2 erfolgt. Hier zeigen alle drei untersuchten Zelltypen sehr ähnliche 
Ergebnisse in der Anzahl der regulierten Gene (pcDNA-Kontrollzellen n = 2007, 
SUR1 = 2527 und SUR1(R1379C) = 2564) und der durch E2 induzierten 
Expressionsveränderung. Das Gen, welches nach Behandlung mit E2 am stärksten 
hochreguliert wurde, ist das des Cystein/Glutamat Transporters SLC7A11. Unter den am 
stärksten induzierten Reportern befinden sich einige, die mit den Metallothioneinen Genen 
assoziiert sind (u.a. MT1H, 1X, 1L, 1G, MT2A). Diese Proteine spielen eine Rolle bei der 
Regulierung der ROS in Zellen (Takahashi, 2012).  Die stärkste Senkung in der Regulation 
zeigt sich für das mit Thioredoxin interagierende Protein TXNIP. 
Obwohl diese Gene nach Behandlung mit E2 in allen untersuchten Zelltypen konsequent 
hoch bzw. runter reguliert wurden, erreicht keiner der Werte eine gute statistische 
Signifikanz. Laut der bioinformatischen Analyse der Firma Miltenyi Biotec liegt dies jedoch an 
der geringen Anzahl an Replikaten mit n=3 pro Gruppe. Um dies zu verifizieren, wurden die 
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unterschiedlichen Gruppen (pcDNA, SUR1, SUR1(R1379C) entsprechend ihrer Behandlung 
zusammengefasst und erneut eine DGA durchgeführt. Dabei konnte das zuvor beschriebene 
Ergebnis mit signifikant über den Basiswerten liegenden Werten festgestellt werden. 
Metallothioneine wurden 1957 erstmals von Margoshes und Vallee beschrieben und sind 
niedermolekulare Proteine mit einer Cystein-reichen Region (Cherian et al., 2003). 
Metallothioneine können sowohl essentielle Metalle wie Zink, als auch toxische Metalle wie 
Cadmium sehr gut binden (Bremner, 1990; Hamer, 1986). Sie sind in der Literatur auch als 
negativ-Regulatoren der Apoptose beschrieben (Takahashi, 2012; Tsangaris and Tzortzatou-
Stathopoulou, 1998). Sowohl die Steigerung der Genexpression der Metallothioneine als 
auch die Senkung der Genexpression des Thioreduktasehemmers TXNIP als Reaktion auf 
die Behandlung mit E2, könnten mit einer Induktion einer anti-apoptotischen und pro-survival 
Kaskade auf der Ebene der Genexpression in Verbindung stehen. Das E2 sowohl eine 
anti-apoptotische Wirkung (Contreras et al., 2002; Eckhoff et al., 2004; Le May et al., 2006), 
als auch eine apoptotische Wirkung (Ackermann et al., 2009; Luo et al., 2008; Song, 2001) 
haben kann, ist bekannt und wird von Santen und Allred 2007 als das sogenannte „Estrogen 
Paradox“ beschrieben (Santen and Allred, 2007). 
6.4.2 Analyse des Einflusses der Expression von SUR1 und 
SUR1(R1379C) auf die spezifische Aktivierung bestimmter Gene 
In einem weiteren Ansatz wurden DGAs durchgeführt, um Gene zu ermitteln, die in den 
unterschiedlichen Zelltypen (pcDNA, SUR1 und SUR1(R1379C)) bei gleicher Behandlung 
unterschiedlich exprimiert werden, um Rückschlüsse über die Auswirkung der Expression 
von SUR1 beziehungsweise SUR1(R1379C) zu erhalten. Für alle dazu durchgeführten 
DGAs konnten nach einer Korrektur der Daten (Beschreibung siehe 5.6) keine Reportergene 
ermittelt werden die eine statistisch signifikante Veränderung aufweisen. Jedoch zeigen 
einige Reportergene eine deutliche Regulation über den Schwellenwert (p-value < 0,01) 
hinaus. Diese veränderten Gene sind in den Resultaten Tabelle 13 zusammengestellt. 
Auffallend ist, dass nur eine kleine Anzahl an Genen eine konsistente Veränderung in ihrer 
Expression durch SUR1 Überexpression zeigt. Lediglich das Gen ABCC8, welches den 
SUR1 codiert, und der nicht näher charakterisierte Reporter A_23_P85932 scheinen sowohl 
in SUR1 als auch in SUR1(R1379C) exprimierenden Zellen induziert zu sein. Die anderen 
Gene, die jeweils in den stark-regulierten Bereichen der Ergebnistabellen liegen, scheinen 
spezifisch für die Überexpression von SUR1 oder SUR1(R1379C) zu sein. So kommt es 
durch ein Überexpression von SUR1 zu einer verstärkten Expression von MYOK. Wird 
MYOK abgelesen kommt es zur Bildung des Protein Myosin K, welches eine Rolle in der 
Spannung des Cytoskelettes und der Phagozytose von Zellen spielt (Schwarz, 2000). Zudem 
wird OAS3, die Oligoadenylat Synthetase 3, verstärkt abgelesen was zu einer Inhibition der 
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Proteinsynthese führt (www.genecards.org). Eine Überexpression von SUR1(R1379C) führt 
spezifisch zu einer erhöhten Expression von PRKCB, der Proteinkinase Cβ, welche als 
Serin-Threonin spezifische Proteinkinase direkt an der Induktion von Apoptose beteiligt ist. 
Während bei einer Überexpression von SUR1 keine Gene spezifisch herunter reguliert 
werden, werden durch SUR1(R1379C) die Phosphoribosyl Pyrophosphatase Synthetase 2 
(PRPS2), die eine wichtige Rolle bei der Purin und Pyrimidinsynthese spielt, und der 
Wachstumsfaktor Pleitrophin (PTN) spezifisch herunter geregelt (alle Beschreibungen der 
Gene von www.genecards.org). Keinen erkennbaren Effekt zeigt jedoch die unterschiedliche 
Behandlung mit E2 oder der Lösungsmittelkontrolle D/E. 
Demnach treten verschiedene Änderungen in der Genexpression durch die Überexpression 
von SUR1 und die von SUR1(R1379C) auf, welche sich auch von den Expressionsmustern 
der entsprechenden pcDNA-Kontrollzellen unterscheiden. Dies ist jedoch unabhängig von 
der An- beziehungsweise Abwesenheit von E2. 
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7 Zusammenfassung und Ausblick 
Der Sulfonyharnstoffrezeptor 1 (SUR1) ist die regulatorische Untereinheit pankreatischer 
KATP-Kanäle, welche eine wichtige Funktion in der kontrollierten Insulinsekretion aus β-Zellen 
einnehmen (Seino and Miki, 2003). Die Insulinsekretion kann neben der Induktion über 
KATP-Kanäle auch über KATP-Kanal unabhängige Wege moduliert werden (Henquin, 2000). 
Weiterhin spielt die Adaption der β-Zellmasse an den Insulinbedarf über Neogenese, 
Proliferation und Apoptose eine entscheidende Rolle (Butler, 2003). Mutationen, welche die 
Funktion des pankreatischen KATP-Kanals betreffen, können verschiedene 
Krankheitsausprägungen wie neonataler Hyperinsulinismus (Nichols, 1996) und zu 
unterschiedlichen Typen von Diabetes mellitus führen (Gloyn et al., 2005; Proks, 2013). 
In vorausgegangenen Arbeiten der Arbeitsgruppe wurde bereits gezeigt, dass der als 
KATP-Kanal-Blocker bekannte Sulfonylharnstoff Glibenclamid (Hambrock et al., 2006), der 
Naturstoff Resveratrol (Hambrock et al., 2007) und in besonderem Maße das Hormon 
17ß-Estradiol (E2) apoptotische Prozesse, SUR1-spezifisch, verstärken können (Ackermann 
et al., 2009). Weiterhin wurde nachgewiesen, dass E2, wie auch Resveratrol, eine direkte 
Interaktion mit dem SUR1 eingehen kann (Ackermann et al., 2009). Damit gibt es Hinweise 
auf eine, zur Regulation des KATP-Kanals, zusätzliche Funktion des SUR1 in der Modulation 
der pankreatischen β-Zellmasse, in welcher der SUR1 als nicht-klassischer Estrogenrezeptor 
mit relativ geringer E2-Affinität fungieren könnte. 
Bei den Untersuchungen zur E2-induzierten Apoptose-Modulation in der vorliegenden Arbeit 
lag der Schwerpunkt auf der Analyse des Einflusses von Mutationen in den 
Nukleotidbindungsfalten (NBF’s) des SUR1. Diese sind von besonderem Interesse, da die 
untersuchten Mutationen in den Walkerregionen der NBF’s liegen. Diese Regionen sind 
hochkonservierte Aminosäuresequenzbereiche und charakteristisch für alle NBF’s von 
ABC-Proteinen. Die Walkeregionen spielen eine wichtige Rolle bei der Bindung, 
Positionierung und Hydrolyse von ATP und über die einhergehende Konformationsänderung 
in der Kanal offen/geschlossen-Regulierung. In diesem Bereich sind zahlreiche Mutationen 
bekannt, welche in Patienten mit neonatalem Diabetes mellitus nachgewiesen wurden (Patch 
et al., 2007; Proks, 2013). Die in dieser Arbeit näher untersuchten Mutationen an Position 
1379 ([R1379C], [R1379L]) liegen in der Walker A Region der NBF2 von SUR1. Wie von 
Ashcroft und deWet beschrieben (de Wet et al., 2007b), führen diese Mutationen zu einer 
Erhöhung der ATP-Hydrolyserate und somit zu einer Erhöhung der Offenwahrscheinlichkeit 
des Kanals. Beide Mutationen konnten bei Patienten mit neonatalem Diabetes gefunden 
werden (Patch et al., 2007). Vergleichend dazu wurden in dieser Arbeit 2 weitere Mutationen 
des SUR1 untersucht, die sich in der Walker A Region von NBF1, beziehungsweise an 
korrespondierender Stelle in NBF2, befinden. Für diese beiden Mutationen ([K719R]; 
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[K1384M]) wurde eine ATP-Hydrolyserate senkende Wirkung beschrieben (de Wet et al., 
2007a). Diese entspricht einer Erhöhung der Geschlossenwahrscheinlichkeit des Kanals. 
Über eine Quantifizierung der Parameter Zellablösung, apoptotische Veränderung der 
Nukleusmorphologie und verschiedener Caspase-Aktivitäten konnte im rekombinanten 
Zellsystem mit HEK293-Zellen eine deutliche Steigerung der Apoptoserate in Zellen, die eine 
NBF-Mutation exprimieren (SUR1(K719R), SUR1(K1384M), SUR1(R1379C) und 
SUR1(R1379L)) im Vergleich zu SUR1 exprimierenden Zellen aufgezeigt werden. Dabei wird 
in den untersuchten Zellen das ausführende Enzym der Apoptose, die Caspase 3, vermutlich 
über den mitochondrialen Apoptosepfad (Caspase 9) aktiviert. Dies passt zu früheren 
Ergebnissen aus der Arbeitsgruppe (Ackermann et al., 2009).  
Die NBFs stellen offensichtlich wesentliche strukturelle Elemente für die SUR1-vermittelte 
Apoptose dar. Die Frage, wieso die Apoptoserate in diesen Fällen erhöht ist, bleibt an dieser 
Stelle offen. Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse deuten darauf hin, dass der erhöhte 
Verlust der Zellvitalität nach E2 Behandlung in den untersuchten SUR1-Mutanten nicht über 
die Hydrolyserate beeinflusst wird, da sowohl die untersuchten Hydrolyserate steigernden, 
als auch die Hydrolyserate senkenden Mutationen des SUR1 einheitlich einen erhöhten 
Verlust der Zellvitalität zeigen. Eventuell stellen Konformationsänderungen, ausgelöst durch 
die untersuchten Mutationen an den Positionen SUR1(K719R), SUR1(K1384M), 
SUR1(R1379C) und SUR1(R1379L) den eigentlichen Auslöser dar. Dazu passen die 
Ergebnisse von Chang et al., die zeigen, dass SNARE-Proteine in direktem Kontakt zu den 
NBFs des SUR1 stehen (Chang et al., 2011). Besonders Mutationen die das Lysin in den 
Walker A Regionen betreffen, nämlich SUR1(K719M) in NBF1 und SUR1(K1385M) in NBF2, 
führten zu einem Verlust der Bindung von SUR1 an das SNARE-Protein Syntaxin-1A (Chang 
et al., 2011). Syntaxin-1A bindet und inhibiert unter anderem KATP-Kanäle und spielt so eine 
Rolle in der Vermittlung der exozytotischen Fusion der Insulinvesikel (Cui et al., 2004; Pasyk 
et al., 2004). Es ist möglich, dass die von mir untersuchten Mutationen in den 
Walkerregionen zu Konformationsänderungen in den NBFs führen, welche zu einem Verlust 
des Kontaktes zu Syntaxin-1A führt. 
Ein gesteigerter Verlust der Zelladhärenz konnte nicht nur in rekombinanten HEK293-Zellen, 
für welche keine eindeutige Expression von endogenen Estrogenrezeptoren (ER) 
nachgewiesen ist, sondern auch in ER positiven rekombinanten MCF7-Zellen  und 
untransfizierten, den β-Zellen ähnlichen,  INS1-E-Zellen nach Behandlung mit 100 µM E2 
festgestellt werden. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass HEK293-Zellen eine 
schwache Expression von Estrogenrezeptoren aufweisen, oder dass es zu intrazellulären 
Interaktionen zwischen dem SUR1 und klassischen beziehungsweise nicht-klassischen ER’s 
kommt. Dies wird auch in der Literatur diskutiert (Nadal, 1998; Ropero et al., 2006; Soria, 
2004). Bei Untersuchungen zur E2-Sensitivität zeigen sowohl INS1-E-Zellen, als auch die für 
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den SUR1 oder die untersuchten Mutationen rekombinanten HEK293-Zellen, einen 
gesteigerten apoptotischen Effekt nach Behandlung mit 30 µM E2 oder höheren 
Konzentrationen. Die signifikante Erhöhung im rekombinanten Zellsystem bei 50 µM 
E2-Behandlung im Vergleich zu den pcDNA-Kontrollzellen zeigen Zellen, die SUR1 
exprimieren im selben Ausmaß wie Zellen, welche die Mutationen SUR1(K719R), 
SUR1(K1384M), SUR1(R1379C) und SUR1(R1379L) exprimieren. Das bedeutet, dass die 
erhöhte Sensitivität der HEK293-Zellen, welche eine der untersuchten NBF-Mutanten 
exprimieren, gegenüber E2 erst bei höheren Konzentrationen (>50 µM) erkennbar wird. 
Da der SUR1, wie zuvor beschrieben, mit geringer Affinität direkt mit E2 interagieren kann 
und daher möglicherweise als nicht-klassischer ER angesehen werden kann, war für diese 
Arbeit von Interesse ob auch selektive Estrogenrezeptor-Modulatoren (SERMS) eine SUR1-
vermittelte Auswirkung auf die Zellvitalität zeigen. Dazu wurde die Auswirkung der SERMs 
Tamoxifen und Fulvestrant auf die Zelladhäsion in rekombinanten HEK293-Zellen 
untersucht. 
Im Vergleich zu dem apoptotischen Effekt von E2 zeigt Tamoxifen, in unseren Versuchen mit 
rekombinanten HEK293-Zellen die SUR1, SUR1(K719R), SUR1(K1384M), SUR1(R1379C)  
oder SUR1(R1379L) exprimieren , einheitlich einen gesteigerten Verlust der Zellvitalität wenn 
die Substanz in Kombination mit E2 gegeben wird, ohne das die eingesetzte Konzentration 
von 10 µM an Tamoxifen alleine einen Effekt zeigt. Auch bei der Analyse der veränderten 
Nukleusmorphologie in isolierten Langerhans-Inseln nach Behandlung mit Tamoxifen zeigt 
sich der stärkste apoptotische Effekt nach einer kombinierten Behandlung von E2 und 
Tamoxifen. Eventuell führen die Mutationen in SUR1 zu einer Konformationsänderung, 
welche die Bindung von E2 und Tam am SUR1 oder interagierenden Proteinen beeinflussen 
und zu diesem Effekt führen. Dass die untersuchten Mutanten zu einem Verlust der 
Interaktion des SUR1 mit den membranständigen SNARE Proteinen führen können, ist 
bekannt (Chang et al., 2011). Weiterhin wurde an Untersuchungen in β-Zellen 
nachgewiesen, dass es durch diesen Verlust der Interaktion zu einer gestörten Exocytose 
von Insulinvesikeln kommen kann (Zhu et al., 2013). Im Gegenzug dazu zeigt die 
Behandlung mit Fulvestrant im rekombinanten Zellsystem einen schützenden Effekt. 
Im Vergleich zu den mit E2 behandelten Zellen sinkt die Apoptoserate bei der kombinierten 
Behandlung mit E2 und Fv bei pcDNA-Kontrollzellen um 16%, bei SUR1 transfizierten Zellen 
um 21%, bei den Zellen, die die ATP-Hydrolyserate senkenden SUR1 Mutationen 
exprimieren (SUR1(K719R), SUR1(K1384M)) jeweils um 42%, bei den ATP-Hydrolyserate 
steigernden Mutationen für SUR1(R1379C) um 50% und für SUR1(R1379L) um 47%. Es 
kann davon ausgegangen werden, das Fulvestrant, auf die von uns untersuchten 
rekombinanten HEK293-Zellen, einen schützenden Effekt in Bezug auf den E2 induzierten 
Vitalitätsverlust ausübt. Demnach zeigt Fulvestrant, in den in dieser Arbeit durchgeführten 
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Versuchen, eine antagonistische Wirkung auf die E2-induzierten Effekt und steht damit der 
gezeigten agonistischen Wirkung von Tamoxifen gegenüber. 
Um eine mögliche direkte Interaktion des SERMs Tamoxifen mit der SUR1 Untereinheit zu 
untersuchen, wurden Radioligandenbindungsstudien in Form von heterologen 
Kompetitionsversuchen durchgeführt. Als Radioligand wurde dabei Tritium (3H) markiertes 
Glibenclamid eingesetzt, welches in Anwesenheit von MgATP mit zunehmenden 
Konzentrationen an unmarkiertem Inhibitor (Tamoxifen) von der spezifischen Bindungsstelle 
am SUR1 verdrängt wurde (Amplitude 83,0 ± 1,6 %). Dabei konnte eine direkte Interaktion 
von Tamoxifen mit dem SUR1 nachgewiesen werden (Ki-Wert 6,1± 0,9 µM). Damit zeigt 
Tamoxifen eine höhere Affinität zu SUR1 als E2 (Ki-Wert 81 ± 26 µM) (Ackermann et al., 
2009). Diese Ergebnisse könnten auch eine Diskussion über die tatsächliche Selektivität des 
SERMs Tamoxifen eröffnen. 
Um zu überprüfen, ob der apoptotische Effekt, ausgelöst durch E2, über eine Veränderung 
auf der Ebene der Genregulation hervorgerufen wird, wurden Genexpressionsanalysen 
anhand eines Agilent Whole Genome Oligo Microarray der Firma Miltenyi Biotec 
durchgeführt. Untersucht wurden dabei HEK293-Zellen, welche SUR1 oder, exemplarisch für 
die NBF-Mutanten, SUR1(R1379C) exprimieren. Als Kontrolle wurden HEK293-Zellen 
verwendet, welche den „leeren“ Expressionsvektor pcDNA exprimieren. Allein die Anzahl der 
in der Expression veränderten Gene lässt den Schluss zu, dass eine Regulation durch E2 
erfolgt. Obwohl zahlreiche Gene nach Behandlung mit E2 in allen untersuchten Zelltypen 
konsequent hoch bzw. runter reguliert wurden, erreicht keiner der Werte eine gute 
statistische Signifikanz. Laut der bioinformatischen Analyse der Firma Miltenyi Biotec liegt 
dies jedoch an der geringen Anzahl an Replikaten mit n=3 pro Gruppe. Dennoch können 
Hinweise auf spezifische Unterschiede gefunden werden, so treten verschiedene 
Änderungen in der Genexpression durch die Überexpression von SUR1 und die von 
SUR1(R1379C) auf, welche sich auch von den Expressionsmustern der entsprechenden 
pcDNA-Kontrollzellen unterscheiden. Dies ist jedoch unabhängig von der An- 
beziehungsweise Abwesenheit von E2. Möglicherweise zeigt sich bereits in der durch die 
Mutation ausgelösten Expression unterschiedlicher Gene beim Vergleich zwischen SUR1 
und SUR1(R1379C)  ein Grund für die erhöhte E2-Sensitivität der in dieser Arbeit 
untersuchten Mutanten. Offenbar spielt weniger eine E2 induzierte Änderung der 
Genexpression, sondern vielmehr eine unterschiedliche, eventuell schnellere Antwort, auf 
Enzymebene der untersuchten SUR1-Mutanten, auf die Behandlung mit E2 eine Rolle. 
Interessanterweise kann durch die durchgeführte Mikrochiop-Genanalyse die Expression von 
ERα und ERβ in den verwendeten HEK293-Zellen ausgeschlossen werden, das Vorkommen 
des nichtklassischen ER GPER sowie zahlreicher endogener ABC-Proteine jedoch bestätigt 
werden. 
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Von zukünftigem Interesse wird die genauere Aufklärung der Signalwege in der Zelle sein. 
Dazu zählen auch mögliche beteiligte Interaktionspartner in der Zelle zu bestimmen, welche 
über direkte oder indirekte Interkation auf die E2-induzierten Konformationsänderungen des 
SUR1 reagieren. Ausserdem sollten weitere Studien zur Interaktion von Tamoxifen, 
Fulvestrant und weiteren SERMs mit dem SUR1 durchgeführt werden. Darüber Hinaus sollte 
der Einfluß der Mutationen SUR1(K719R), SUR1(K1384M), SUR1(R1379C)  oder 
SUR1(R1379L) auf eine Interaktion mit den entsprechenden SERMs durchgeführt werden, 
um weitere Hinweise auf auf das Bindeverhalten und die mögliche Binderegion am SUR1 zu 
erhalten. Auch die Rolle der klassischen ERs in der SUR1-spezifischen E2 vermittelten 
Apoptose sollte näher analysiert werden. 
 
8 Abkürzungsverzeichnis 
ABC-Protein ABC- bindendes Kassettenprotein 
AFC 7-Amino-4-Triflouromethyl-Coumarin 
Aq. bidest. bidestilliertes Wasser 
ATP Adenosintriphosphat 
BSA Rinder-Serum-Albumin 
°C Grad Celcius 
C Cystein 
Ca Calcium 
CASY Cell Analysing System 
CO2 Kohlendioxid 
CSP Caspase 
DGA Diskriminatorische Gen Analyse 
DMEM Dulbecco´s Modified Eagle Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen 
und Zellkulturen GmbH 
DTT 1,4-Dithio-DL-threitol 
E1 Estron 
E2 17β-Estradiol 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
ER Estrogenrezeptor 
EtOH Ethanol 
FCS Fötales Kälberserum 
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Fv Fulvestrant (ICI 182,780) 
g Gramm 
g Gravitation 
GBC Glibenclamid 
h Stunde 
HBSS Hanks´ Balanced Salt Solution 
HCl Salzsäure 
HEK Human Embryonic Kidney 
HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N´-2-
ethansulfonsäure 
INS Insulin-sezernierend 
K Lysin 
KATP-Kanal ATP-sensitiver Kaliumkanal 
Kir K+ inwardly rectifying 
L Leucin 
Lsgm. Lösungsmittel 
M Methionin 
M Molar 
MCF Michigan Cancer Foundation 
MEM Minimum Essential Medium 
μg Mikrogramm 
mg Milligramm 
Mg Magnesium 
min Minute 
μl Mikroliter 
ml Milliliter 
mm Millimeter 
μM Mikromolar 
mM Millimolar 
MRP Multidrug Resistance-Related Protein 
n Versuchszahl, Anzahl Versuchstiere 
NaCl Natriumchlorid 
NaOH Natronlauge 
NBF Nucleotide Binding Fold 
(Nukleodtidbindungsfalte) 
ng Nanogramm 
p Signifikanzniveau 
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PBS Phosphate-Buffered Saline 
PKC Proteinkinase C 
R Arginin 
rpm round per minute (Umdrehung pro Minute) 
RPMI  Roswell Park Memorial Institute 
S Serin 
SEM Standardfehler 
SERD Selektiver Estrogen Rezeptor Down-
Regulator 
SERM Selektiver Estrogen Rezeptor Modulator 
SUR Sulfonylharnstoffrezeptor 
T Threonin 
TAM Tamoxifen 
TM Transmembranhelix 
TMD Transmembrandomäne  
Y Tyrosin 
 
 
 
 
Die chemischen Elemente wurden mit den üblichen Symbolen abgekürzt. 
 
Bei einigen Fachbegriffen, für die es im Deutschen keine oder nur eine unzureichende 
Entsprechung gibt, wurden die englischen beziehungsweise lateinischen Fachtermini 
verwendet. 
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